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A fenilcetonúria (FNC) é um erro inato no metabolismo do aminoácido fenilalanina (FAL) 
que causa retardo mental grave se não for tratada nos primeiros dias de vida. A triagem 
neonatal para FCN é importante para identificar os afetados e, com o tratamento, 
prevenir sequelas neurológicas em recém-nascidos. Este estudo teve como objetivo 
analisar o desempenho analítico dos ensaios fluorométrico e de espectrometria de 
massas não derivatizada, na quantificação da fenilalanina em recém-nascidos e 
crianças do Estado do Paraná. As amostras foram obtidas do laboratório da Fundação 
Ecumênica de Proteção ao Excepcional (FEPE) responsável pela triagem neonatal 
em todo o Estado. O projeto tem aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa com 
Seres Humanos da UFPR. As amostras de sangue seco (n = 528) foram classificadas 
em seis grupos com diferentes características. Grupo 1 (G1 n = 108), grupo controle: 
recém-nascidos com peso ≥ 2,5kg e coleta após 48h do nascimento. Grupo 2 
(G2 n = 84), grupo coleta precoce: recém-nascidos em que a coleta ocorreu antes de 
48h após o nascimento. Grupo 3 (G3 n = 84), grupo 2ª coleta: indivíduos do grupo 
G2 coletados após 48h de vida. Grupo 4 (G4, n = 49), grupo baixo peso: recém-natos 
com baixo peso (≤ 2,2kg). Grupo 5 (G5, n = 80), grupo limítrofe, recém-nascidos que 
apresentaram concentrações de FAL com valores limítrofes, entre 2,1 e 2,9mg/dL, 
obtidos pelo método fluorométrico e Grupo 6 (G6, n = 123), pacientes portadores de 
fenilcetonúria em acompanhamento clínico no período de 2008 a 2009. A concentração 
de fenilalanina foi consistentemente e significativamente maior no método de 
espectrometria de massas (NeoGram® Amino Acids and Acylcarnitines Non-derivatized 
Tandem Mass Spectrometry Kit, Micro Mass QuattroMicro, PerkinElmer) quando 
comparado ao método fluorométrico automatizado (Wallac Neonatal Phenylalanine® kit, 
PerkinElmer). A concentração de fenilalanina em amostras de recém-natos coletadas 
antes de 48h de vida (G2) e comparadas às coletadas após 48h do nascimento (G3), 
não foi significativamente diferente. Crianças com baixo peso (G4) não apresentaram 
alterações nas concentrações de FAL quando comparadas ao grupo controle (G1). 
Em síntese, é necessário adequar o valor de normalidade para a fenilalanina (valor 
de corte) conforme o método utilizado na triagem neonatal, pois as respostas analíticas 
diferem devido à sensibilidade e especificidade da metodologia empregada. 
 




Phenylketonuria (PKU) is an inborn error of phenylalanine (Phe) metabolism that 
results in severe mental retardation if not treated within the first days of life. Newborn 
screening for PKU is important to identify affected individuals and to prevent, with 
treatment, neurological sequelae in newborns. The aim of this study was to evaluate 
the analytical performance of fluorometric assay and non-derivatized mass spectrometry 
to quantify Phe in newborns and children of the State of Paraná. The samples were 
obtained from the laboratory of the Ecumenical Foundation for Protection of Disabled 
Individuals (Fundação Ecumênica de Proteção ao Excepcional - FEPE), which is 
responsible for newborn screening throughout the state. The study was approved by 
the Ethics Committee on Human Research at UFPR. The dried blood samples 
(n = 528) were classified into six groups with different characteristics. Group 1 (G1 
n = 108), control group: newborns weighing ≥ 2.5 kg whose samples were collected 
after 48 h of life. Group 2 (G2 n = 84), early collection group: the samples were 
collected from the newborns before 48h of life. Group 3 (G3 n = 84), second 
collection group: the samples were collected from the infants of Group 2 after 48h of 
life. Group 4 (G4, n = 49), low weight group: neonates with low birth weight (≤ 2.2 
kg). Group 5 (G5 n = 80), borderline group: neonates with borderline Phe levels, 
between 2.1 and 2.9mg/dL, determined by the fluorometric method. Group 6 (G6 
n = 123): PKU patients during the clinical follow-up period from 2008 to 2009. The 
Phe concentration measured by the mass spectrometry method (Neogram® Amino 
Acids and Non-derivatized Acylcarnitines Tandem Mass Spectrometry Kit, Micro 
Mass Quattro Micro, PerkinElmer) was consistently and significantly higher when 
compared to the result obtained by the automated fluorometric method (Neonatal 
Phenylalanine® kit, PerkinElmer). The Phe concentration in samples collected from 
newborns under 48h of age (G2) was not significantly different in comparison to 
samples collected after 48h of birth (G3). Low-birth-weight infants (G4) did not 
present alterations in the Phe values when compared to the control group (G1). In 
summary, it is necessary to adjust the normal range for phenylalanine (cutoff value) 
according to the method used for newborn screening, because the analytical results 
are different due to the sensitivity and specificity of the method employed. 
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O termo hiperfenilalaninemia (HFA) refere-se, de maneira ampla, à concentração 
aumentada de fenilalanina (FAL) no sangue caracterizando o processo patológico 
mais frequente no grupo de erros inatos do metabolismo. 
Em cerca de 98% dos casos, a HFA é devida à deficiência total ou parcial da 
enzima fenilalanina-hidroxilase (FAH) que promove, no fígado, a hidroxilação da FAL 
convertendo-a em tirosina (TIR). Esta deficiência, na sua forma mais grave, recebe o 
nome de fenilcetonúria clássica (FNC) (SCRIVER; KAUFMAN, 2001).  
A HFA pode ocorrer ainda por defeito na síntese ou na regeneração do sistema 
da coenzima tetrahidrobiopterina (BH4) que funciona como cofator da reação de 
hidroxilação. Esta doença é então denominada HFA atípica ou não-cetonúrica 
(CORNEJO; RAIMANN, 1999; MIRA; MARQUEZ, 2000). 
A prevalência da FNC no Brasil situa-se entre 1:12.000 a 1:15.000 nascidos 
vivos, com predominância na população caucasiana, sendo a aminoacidopatia mais 
comum na Europa (MIRA; MARQUEZ, 2000). 
Altas concentrações séricas de FAL ativam vias metabólicas de transaminação 
secundária e o excesso deste aminoácido é convertido a fenilpiruvato. O acúmulo 
deste metabólito no sangue produz lesão no sistema nervoso central iniciando sequelas 
neurológicas na criança, já nos primeiros dias de vida  
O tratamento é exclusivamente dietoterápico e deve ser instituído a partir do 
momento do diagnóstico da doença. A detecção precoce é fundamental para prevenir 
os efeitos deletérios no sistema nervoso do recém-nato (VILARINHO et al., 2006). 
No Brasil, o teste de triagem neonatal é conhecido como "Teste do Pezinho" 
e desde 13 de julho de 1990 (Lei Federal n.o 8.069 - Estatuto da Criança e do 
Adolescente) tornou-se gratuito e obrigatório em todo o território nacional. No 
entanto, somente a partir de 06 de junho de 2001, houve a regulamentação do 
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) com a Portaria do Ministério da Saúde 
MS/GM n.o 822. Esta lei determina a pesquisa para quatro doenças: fenilcetonúria, 
hipotireoidismo congênito, fibrose cística e doença falciforme, as quais foram implantadas 
gradualmente em cada Estado brasileiro, conforme a infraestrutura local. 
O Programa de Triagem Neonatal do Estado do Paraná é realizado pela 
Fundação Ecumênica de Proteção ao Excepcional (FEPE), considerado um serviço 
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de referência nacional. Estima-se que até meados de 2011 foram triados cerca de 
3.487.000 recém-nascidos e diagnosticados 145 casos de fenilcetonúria (dados da 
FEPE - 2011). Desde 1987, a análise da fenilalanina é realizada por método fluorométrico. 
Em fevereiro de 2007, a FEPE recebeu recurso financeiro da Secretaria do 
Estado da Ciência e da Tecnologia para a aquisição do equipamento de espectrometria 
de massas (MS/MS) Micromass Quattro Micro (Wallac). Este equipamento possibilita a 
pesquisa de 26 erros inatos do metabolismo entre aminoacidopatias, acidúrias 
orgânicas e defeitos da -oxidação dos ácidos graxos. 
O fabricante dos kits de fluorometria e de espectrometria de massas em 
tandem não derivatizada (PerkinElmer) realizou, em 2005, um estudo não publicado 
e presente na bula do kit (PERKINELMER LIFE AND ANALYTICAL SCIENCES, W.O. 
NeoGram® PKU tandem mass spectrometry kit) com mais de 3 mil amostras, 
comparando os resultados obtidos na determinação da fenilalanina por ambos os 
métodos, como mostrado na Figura 1. Observa-se que, em ambos os métodos, 
ocorreu variação da resposta analítica nas diferentes concentrações de fenilalanina. 
 
 
FIGURA 1 - ESTUDO COMPARATIVO DOS MÉTODOS FLUOROMÉTRICO 
E MS/MS 
FONTE: Perkinelmer Life and Analytical Sciences (2005) 
 
 
Em 17 de dezembro de 2010, foi publicado pela Secretaria de Atenção à Saúde 
Ministério da Saúde, Portaria SAS/MS n.o 712, um novo Protocolo Clínico e Diretrizes 
Terapêuticas (PCDT). Este protocolo discorre sobre várias doenças metabólicas 
padronizando o diagnóstico e procedimentos clínicos e terapêuticos, incluindo a 
fenilcetonúria. Para o diagnóstico laboratorial desta aminoacidopatia, em triagem 
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neonatal, está preconizada a coleta a partir de 48h de vida, ou seja, após o início da 
dieta proteica, estendendo-se até o 5.o dia após o nascimento. Crianças com 
concentrações elevadas de fenilalanina devem ser encaminhadas para avaliação 
diagnóstica. São considerados valores anormais de fenilalanina, conforme a nova 
diretriz, concentrações maiores que 2mg/dL ou 120mmol/L. Este resultado deve ser 
confirmado numa 2.a análise quantitativa da fenilalanina e da tirosina para o cálculo 
da relação fenilalanina/tirosina (FAL/TIR). Valores desta relação > 3, (conforme o 
PCDT 2010) ou > 2,5 (conforme bula do kit PerkinElmer, 2007a) confirmam o 
diagnóstico de FNC (CHACE et al., 1998; CORNEJO; RAIMAN, 1999; CEGLAREK et al., 
2002; CHACE; KALAS, 2005). 
A Portaria SAS/MS n.o 712 que regulamenta a pesquisa, diagnóstico clínico e 
laboratorial, critérios de inclusão e exclusão, serviço de referência para triagem 
neonatal e tratamento para a fenilcetonúria consta no Anexo 2.  
1.1 JUSTIFICATIVA 
Com a aquisição do espectrômetro de massas, Micromass Quattro Micro® 
(Wallac), pela Fundação Ecumênica de Proteção ao Excepcional (FEPE) que realiza 
a triagem neonatal para a fenilcetonúria no Estado do Paraná, houve o interesse de se 
comparar o desempenho analítico do método em uso, fluorometria, com o método de 
espectrometria de massas, avaliando-se os resultados obtidos para os diferentes 
grupos de amostras que compõem este estudo.  
1.2 OBJETIVOS  
1.2.1 Objetivo primário 
Comparar as principais características analíticas das metodologias fluorométrica 
e de espectrometria de massas para detecção e quantificação da FAL em amostra 
de sangue seco coletadas em papel filtro. 
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1.2.2 Objetivos secundários 
a) Avaliar o desempenho analítico da fluorometria e da espectrometria de 
massas como: linearidade, imprecisão, sensibilidade e interferentes. 
b) Comparar os resultados da determinação da espectrometria de massas 
para detecção e quantificação da FAL com o procedimento padronizado 
de fluorometria automatizada nos grupos estudados. 
c) Avaliar a determinação da fenilalanina em RNs antes e após 48h de vida. 
d) Avaliar a determinação da fenilalanina em RNs com baixo peso. 
e) Estudar a viabilidade analítica e econômica do ensaio de espectrometria 
de massas para determinação da FAL em recém-nascidos visando à 
implementação deste ensaio na triagem neonatal. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  
2.1 FENILCETONÚRIA 
2.1.1 Histórico 
Em 1934 Asbjörn Fölling, médico e bioquímico norueguês, descreveu pela 
primeira vez a doença, ao observar dois irmãos com atraso mental e com odor 
corporal peculiar. Constatou que a urina excretada por estes indivíduos exalava um 
odor característico e, quando acidificadas com gotas de cloreto férrico, apresentavam 
uma coloração verde intensa. Apesar da escassez dos recursos da sua época, mas 
tendo um elevado conhecimento em química, Fölling conseguiu comprovar que a cor 
e o odor da urina eram devidos à presença do ácido fenilpirúvico. Baseando-se 
nestes dados, descreveu a doença como uma alteração metabólica hereditária 
dando-lhe a designação de oligofrenia fenilpirúvica. Em 1935, Fölling constatou que 
a doença tinha característica autossômica recessiva, mas somente em 1937, 
Penrose e Quastel 1a denominaram de fenilcetonúria, o que tem prevalecido até os 
dias de hoje (TOURYAN; SIDBURY, 1978). 
Em 1953, Jervis conseguiu demonstrar que a atividade hepática da fenilalanina-
hidroxilase (FAH) era deficiente em doentes fenilcetonúricos, identificando a fenilalanina 
(FAL) como o marcador bioquímico da doença e precursor do ácido fenilpirúvico. 
Neste mesmo ano, Bickel descreveu a primeira possibilidade de terapia mediante a 
restrição de fenilalanina na dieta o que constitui, até a atualidade, a base do tratamento 
destes pacientes (TOURYAN; SIDBURY, 1978; BICKEL, 1987; ERLANDSEN; RAYMOND; 
STEVENS, 1999; SCRIVER; KAUFMAN, 2001; HENDRIKSZ; WALTER, 2004; VILARINHO 
et al., 2006; MITCHELL; SCRIVER, 2007; WILLIAMS; MAMOTTE; BURNETT, 2008).  
                                            
1 PENROSE, L.; QUASTEL, J. H. Metabolic Studies in Phenylketonuria. Biochem J, v.31, p.266-
274, 1937 apud TOURYAN; SIDBURY, 1978. 
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Em 1961, Dr. Robert Guthrie desenvolveu um método simples que permitiu 
a triagem neonatal da fenilalanina denominado "Teste de Inibição Bacteriana de 
Guthrie" (BIA).  
Este teste possibilitou detectar indivíduos doentes e, consequentemente, a 
prevenção do retardo mental quando instituída a restrição dietética da FAL, já no 
período neonatal (GUTHRIE; SUSI, 1963). O teste BIA passou a ser recomendado 
pela Organização Mundial de Saúde (OMS) a partir de 1968 (MATALON; MICHALS, 
1991). Esta iniciativa conduziu à realização de programas de triagem neonatal para 
a fenilcetonúria, facultando o diagnóstico precoce da doença e o respectivo 
tratamento. Nos anos 70, estes programas já eram rotina na maioria dos países 
desenvolvidos (VILARINHO et al., 2006). 
A implantação da triagem neonatal a nível internacional permitiu, por sua 
evolução, a observação de que nem todas as hiperfenilalaninemias (HFAs) eram 
causadas por defeitos de atividade da enzima fenilalanina-hidroxilase (FAH) e que, 
em alguns casos, eram devidas a defeitos da síntese ou da regeneração do sistema 
cofator BH4 (ECONOMOU-PETERSEN et al., 1992).  
O gene codificante da enzima fenilalanina-hidroxilase localizado no cromossoma 
12q22-q24.1 foi identificado por Woo, nos anos 80 (WOO et al., 1983). 
Em 1985, Kwok e cols. isolaram e clonaram o DNAc da FAH humana (KWOK 
et al., 1985) e na década de 90, Konecki obteve a sequência genômica completa do 
gene codificante da enzima fenilalanina-hidroxilase (KONECKI et al., 1992; SCRIVER; 
KAUFMAN, 2001). 
O isolamento do gene da FAH ampliou o conhecimento e a compreensão da 
função desta enzima quanto à relação mutação/atividade. Sua clonagem conduziu 
à identificação das primeiras mutações. Este número tem-se multiplicado desde 
então, sendo conhecidas, atualmente, cerca de 528 (BICKEL, 1987; SCHMIDT et al., 
1987; GÜTTLER; GULDBERG, 1994; VILARINHO et al., 2006; PHOMMARINH; 
SCRIVER, 2007). 
Concluiu-se que, devido à variabilidade das mutações no gene da FAL, 
obtem-se os vários graus de severidade das hiperfenilalaninemias e que os avanços 
na compreensão molecular trouxeram potencial para o desenvolvimento de novas 
terapias, ainda em estudo,(p.37 a 41) (MATALON; MICHALS, 1991). 
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Nos anos 90, iniciaram-se os primeiros ensaios de expressão, in vitro, de 
numerosos alelos da FAH mutados. Foram cristalizados vários domínios da enzima 
humana e realizaram-se os primeiros estudos sobre terapia gênica (ECONOMOU-
PETERSEN et al., 1992; SCRIVER; KAUFMAN, 2001; ERLANDSEN et al., 2003). 
A fenilcetonúria é uma das primeiras doenças genéticas humanas a ter uma 
terapia efetiva com restrição de FAL da dieta. Tal reconhecimento contribuiu para 
revolucionar a pesquisa acerca das doenças genéticas em geral (SCRIVER; 
KAUFMAN, 2001). 
2.1.2 Robert Guthrie 
 




Robert Guthrie, médico norte-americano (1916-1995), foi pediatra e 
microbilogista da University of New York, em Buffalo e iniciou, em 1958, a aplicação 
do teste que havia desenvolvido para identificar a fenilalanina, denominando-o de 
Teste de Inibição Bacteriana (BIA), no qual utilizava o Bacillus subtilis. A finalidade 
era diagnosticar pacientes portadores de fenilcetonúria. Também idealizou e desenvolveu 
uma forma simples para coletar sangue total de crianças utilizando papel filtro, o que 
 24 
possibilitava o envio da amostra à distância e permitia o início do tratamento 
dietético mais precocemente (WITTIG; DOMINGOS, 2007). 
O teste de triagem populacional teve início na Escola Estadual Newark, 
primeiramente em crianças deficientes e que já eram conhecidas como fenilcetonúricas 
pelo teste do cloreto férrico na urina. Um dos pacientes detectados pelo teste BIA 
tinha apresentado resultado negativo para o teste do cloreto férrico, o que foi publicado 
em 1961 pelo Dr. Robert Guthrie. Neste mesmo ano, em Jamestown, New York, 
iniciou-se oficialmente a triagem neonatal para a fenilcetonúria. Ressalta-se que o 
Departamento da Criança foi criado, na época, para prevenir o retardo mental, devido 
à influência do presidente John F. Kennedy que tinha um irmão mentalmente 
deficiente. Em 1962, após a triagem de 800 crianças, foi detectado o primeiro caso de 
fenilcetonúria. No espaço de dois anos, foram triadas 400.000 crianças e detectados 39 
casos, com uma prevalência de 1:10.000. Em 1963, o Estado de Massachussetts foi o 
primeiro a estabelecer uma lei obrigando a realização do teste para todos os recém-
nascidos no Estado. Desde então, o BIA foi considerado teste padrão para triagem 
da fenilcetonúria durante vários anos. Em 1964, Dr Guthrie publicou os resultados do 
estudo-piloto com 400.000 recém-nascidos em 29 estados americanos, comprovando 
a eficácia do método na identificação precoce da FNC (CORNEJO; RAIMANN, 1999). 
Dr. Robert Guthrie não patenteou o método da coleta de sangue em papel 
filtro (Guthrie spot), o que propiciou o baixo custo e a difusão mundial deste tipo de 
coleta (TUOTO, 2009). 
2.2 HIPERFENILALANINEMIA - DEFINIÇÃO E CLASSIFICAÇÃO 
Hiperfenilalaninemia (HFA) é o nome genérico dado à concentrações 
persistentemente elevadas de FAL no sangue quando se apresentam acima da 
distribuição normal, se comparados aos valores plasmáticos em indivíduos saudáveis 
(SCRIVER; KAUFMAN, 2001). 
A HFA constitui-se numa alteração do sistema de hidroxilação da FAL e pode ser 
causada pela deficiência total ou parcial da enzima hepática fenilalanina- hidroxilase 
(FAH) ou de enzimas que sintetizam ou reduzem a coenzima tetrahidrobiopterina 
(BH4) (SCRIVER; KAUFMANN, 2001). 
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A presença da atividade da FAH na fração solúvel dos extratos hepáticos dos 
mamíferos, a necessidade de oxigênio atmosférico e de NADH e a especificidade 
desta reação para L-fenilalanina, foram primeiramente demonstradas por Udenfriend 
e Cooper2. A descoberta importante consecutiva, veio quando Kaufman3 dentificou a 
estrutura da BH4, um cofator obrigatório, e acompanhou suas transformações durante 
a reação de hidroxilação (TOURYAN; SIDBURY, 1978). 
Podem ser encontrados diferentes tipos de hiperfenilalaninemias em consequência 
do local onde ocorre o erro metabólico. Este grupo heterogêneo de doenças inclui a 
fenilcetonúria clássica (FNC) e as variações de hiperfenilalaninemias (HPAs) que são 
classificadas como: HFA branda ou benigna, HFA persistente e HFA atípica (MIRA; 
MARQUEZ, 2000; de BAULNY et al., 2007). 
As diferenças quanto à capacidade de metabolizar a FAL deram origem a 
diversos estudos com o objetivo de classificar as suas variantes. A determinação do 
tipo de mutação permite estabelecer o prognóstico e o aconselhamento genético 
familiar adequados (CORNEJO; RAIMANN, 1999; PHOMMARINH; SCRIVER, 2007). 
Burgard e cols. na tentativa de estabelecer uma base molecular para explicar 
a alteração metabólica, observaram uma correlação significativa entre a atividade 
residual da enzima FAH e os parâmetros de diagnóstico das hiperfenilalaninemias, 
através do isolamento do DNA complementar (DNAc) da enzima e caracterização da 
maioria das mutações do gene (BURGARD et al., 1996). 
Em estudo realizado com 123 crianças com idade até 05 anos, Güttler 
estabeleceu que crianças que toleram menos que 250-350mg /FAL/dia para manter 
a concentração de FAL sanguínea em 300mmol/L (aprox. 4,95mg/L) são classificadas 
como FNC clássica. Crianças que toleram 350-400mg/FAL/dia apresentam FNC 
moderada e as que toleram entre 400-600mg/FAL/dia, FNC branda (GÜTTLER, 1980). 
Segundo Cornejo e Raimann, as HFAs classificam-se de acordo com a 
concentração de FAL plasmática, tolerância à ingesta de FAL, atividade enzimática 
residual de FAH e conforme a mutação que as determinam. A definição do diagnóstico 
se utiliza também da relação entre os aminoácidos FAL/TIR persistentemente maior 
                                            
2 UDENFRIEND, S.; COOPER, J. R. The enzymatic conversion of phenylalanine to tyrosine. Biol 
Chem J, v.194, n.2, p.503-511, 1952 apud TOURYAN; SIDBURY, 1978. 
3 KAUFMAN, S. The phenylalanine hydroxylating system from mammalian liver. Adv Enzymol, v.35, 
p.245-319, 1971 apud TOURYAN; SIDBURY, 1978.  
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que 3, sendo este parâmetro considerado de grande importância (CORNEJO; 
RAIMANN, 1999). 
Para Cornejo e Raimann, as HFAs classificam-se em benigna, persistente, 
clássica e por deficiência de BH4. A HFA é considerada benigna quando os níveis de 
FAL situam-se entre 4 e 10mg/dL e os níveis de TIR são normais. Existe uma 
atividade da FAH em torno de 50% e os níveis de FAL podem normalizar-se por volta 
dos 6 meses de idade. Nestas circunstâncias a dieta é normal. Na HFA persistente, a 
FAL plasmática situa-se entre 4 e 19mg/dL, a TIR é normal e a atividade da FAH 
situa-se entre 3 e 50%. A dieta deve ser restrita para FAL em torno de 50mg/kg/dia.  
Na FNC clássica, os níveis de FAL plasmática estão acima de 20mg/dL e os níveis 
de TIR menores que 1,8mg/dL A atividade enzimática da FAH é inferior a 1% e 
fenilcetonas estão presentes na urina. A ingesta de FAL deve ser menor que 20mg/kgdia.  
Na deficiência da BH4, a concentração da FAL plasmática varia entre 4 e 8mg/dL. Os 
níveis de TIR podem estar normais ou ligeiramente elevados e não ocorre resposta à 
terapia de restrição à FAL (CORNEJO; RAIMANN, 1999). 
2.3 FISIOPATOLOGIA DAS HIPERFENILALANINEMIAS  
Crianças com hiperfenilalaninemia benigna, persistente ou mesmo com FNC 
clássica são assintomáticas ao nascer e a patologia não seria detectada precocemente 
se não houvesse a triagem neonatal para FNC. 
2.3.1 Hiperfenilalaninemia benigna ou transitória 
A atividade enzimática da FAH está acima de 3% e os níveis de FAL no sangue 
estão abaixo de 10mg/dL A criança permanece em acompanhamento médico e sob 
monitoramento dos níveis séricos de FAL, ficando à critério do pediatra instituir ou 
não a dieta com restrição do aminoácido. O quadro pode vir a normalizar-se nos 
primeiros 6 meses de vida (CORNEJO; RAIMAN, 1999; MARTINS, 2003). Esta HFA 
também é denominada de não-FNC-hiperfenilalaninemia.  
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Economou-Petersen e cols. realizaram um estudo com 17 famílias 
dinamarquesas com não-FNC-HPA, as quais não faziam tratamento restritivo de FAL 
e sim, dieta normal. A análise dos haplótipos da FAH revelou heterozigoze em todos 
os indivíduos. O resultado do estudo indica que a mutação para FNC combinada com 
outras mutações, ou seja, dupla heterozigoze, resulta no fenótipo não-FNC HFA. 
Nesse caso a análise molecular contribui para identificar os pacientes não FNC e 
consequentemente, pode determinar se o recém-nascido tem necessidade de 
tratamento dietético (ECONOMOU-PETERSEN et al., 1992). 
Wedlage e cols estudaram 28 pacientes com não-FNC-HFA (níveis séricos 
de FAL abaixo de 10mg/dL) e sem tratamento, que foram submetidos a testes de 
avaliação psicométrica e exame de imagem de crânio. Quando comparados a um 
grupo controle saudável de mesma idade, sexo e nível socioeconômico, não 
apresentaram nenhuma anormalidade. Como não foi demonstrado nenhum resultado 
negativo, os autores concluíram que é improvável que o tratamento seja significativo 
para os pacientes não-FNC-HFA (WEGLAGE et al., 1997). 
2.3.2 Hiperfenilalaninemia persistente 
Na HFA persistente existe uma atividade da FAH residual entre 1 e 3%, 
mantendo a concentração de FAL no sangue entre 10 a 20mg/dL. A concentração da 
TIR sérica está normal, entretanto, faz-se necessária a restrição da ingesta de FAL 
para reduzir os níveis séricos elevados deste aminoácido que deve ser controlado 
por dosagens periódicas (CORNEJO; RAIMAN, 1999; MARTINS, 2003). 
2.3.3 Hiperfenilalaninemia clássica: fenilcetonúria 
É uma das doenças metabólicas, entre cerca de 300, causadas por desordens 
nos processos bioquímicos celulares sendo o erro inato do metabolismo mais 
frequente em que estão envolvidos aminoácidos. É uma doença autossômica recessiva 
e portanto, tem um risco de recorrência de 25% a cada gestação de pais heterozigotos, 
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causado pela deficiência da FAH em 98% dos casos. A atividade da FAH situa-se 
abaixo de 1% e os níveis de FAL no sangue estão acima de 20mg/dL (THOMPSON; 
HALLIDAY, 1990; MIRA; MARQUEZ, 2000; MARTINS, 2003). 
A reação de hidroxilação da FAL à TIR encontra-se deficiente ou ausente nos 
pacientes fenilcetonúricos e consequentemente, a concentração plasmática de FAL 
aumenta e os níveis de TIR diminuem. Para catabolizar as elevadas concentrações de 
FAL sérica, vias metabólicas alternativas são ativadas e os produtos desta degradação, 
que são habitualmente indetectáveis, passam a ter concentrações significantes na 
urina. São produtos desta degradação: o ácido fenilpirúvico, o ácido feniláctico e o ácido 
fenilacético (AMORIM et al., 2005). Na Figura 3 está esquematizado: à esquerda, 
a via metabólica secundária do metabolismo da FAL e à direita da figura, o 
metabolismo principal da FAL. 
 
 





Desde o advento da triagem neonatal para a FNC, raramente observa-se a 
evolução dos sintomas que ocorrem em pacientes não tratados. 
Tem sido relatado que crianças com FNC apresentam peso mais baixo ao 
nascer do que as não afetadas e de idêntica idade gestacional. Também parece 
haver uma frequência mais elevada de dificuldades perinatais que se traduzem pela 
presença de vômitos frequentes na primeira infância. A persistência deste fato levou 
alguns recém-nascidos à cirurgia, por suspeita de estenose de piloro. Lesões 
eczematosas são observadas em aproximadamente 25% dos pacientes não tratados 
no primeiro ano de vida. Nos primeiros três meses de vida pode ser percebido um 
odor corporal de mofo devido ao aumento do ácido fenilacético (TOURYAN; SIDBURY, 
1978; WILLIAMS; MAMOTTE; BURNETT, 2008). Esta via alternativa do metabolismo 
da FAL, que em condições normais é pouco importante, é ativada quando a via 
principal está bloqueada. Consiste na transaminação da FAL a fenilpiruvato, que sofre 
descarboxilação originando fenilacetato, o qual após reduzido torna-se fenil-lactato. 
O nome "fenilcetonúria" deriva do nome do metabólito excretado na urina dos 
pacientes, ou seja, o fenilpiruvato que confere um odor característico à mesma 
(cheiro de urina de rato) (VILARINHO et al., 2006). 
Durante o primeiro ano de vida existem poucos indícios específicos que 
possam levar o pediatra a suspeitar de FNC em seu paciente. Este é o aspecto 
devastador do curso clínico habitual dos pacientes não-tratados que são, geralmente, 
indivíduos nascidos antes da regulamentação da triagem neonatal ou em nascidos 
de parto domiciliar em vilarejos distantes e sem acesso à Unidades de Saúde. 
Tem sido estimado que, sem tratamento, um paciente perde aproximadamente 
50 pontos no coeficiente de inteligência (QI) durante o primeiro ano de vida. 
Evidencia-se ainda, deficiência da pigmentação de pele e cabelos causada pela 
deficiência de tirosina e consequente inibição da hidroxilação pela tirosinase, que é a 
primeira etapa do catabolismo para a formação da melanina (TOURYAN; SIDBURY 
1978). Pela deficiência da tirosina e do triptofano (aminoácido aromático como a 
fenilalanina e que sofre inibição competitiva no sistema nervoso central), ocorre a 
depleção de neurotransmissores: catecolaminas e serotonina. A redução da síntese 
de proteínas promove a deterioração da mielina (SURTESS; BLAU, 2000; HOEKSMA 
et al., 2009). 
Podem ocorrer episódios de dermatite pelagróide fotossensível responsiva à 
terapêutica com nicotinamida. A fotossensibilidade é atribuída à diluição pigmentar 
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secundária, à produção deficiente de melanina e possivelmente, à diminuição da 
absorção intestinal do triptofano que leva, também, à níveis reduzidos de nicotinamida 
(ANTUNES et al., 1990). 
As sequelas neurológicas manifestam-se por retardo mental e deficiência no 
desenvolvimento psicomotor com atraso no andar e na fala, convulsões; hiperatividade, 
trantornos de conduta, atitudes autistas e hipertonicidade muscular. Com o passar 
dos anos a maxila torna-se proeminente com espaços interdentais aumentados. 
Ocorre hipoplasia do esmalte, descalcificação dos osssos longos e redução da 
velocidade de crescimento. Provavelmente, 96 a 98% destes indivíduos acabam 
apresentando um QI inferior a 50. A maioria tem necessidade de cuidados de 
custódia (TOURYAN; SIDBURY, 1978). 
A expectativa de vida está diminuida pela exigência da necessidade de 
cuidados especiais, nem sempre observados com rigor pelos cuidadores. (TOURYAN; 
SIDBURY, 1978; KOCH; WENZ, 1987; ERLANDSEN; STEVENS; 2001; BLOMQUIST; 
GUSTAVSON; HOLMGREN, 1980; CORNEJO; RAIMAN, 1999; KOCH et al., 2002; 
HENDRIKSZ; WALTER, 2004; FEILLET, 2006; ANASTASOAIE et al., 2008). 
Conforme relato de Cornejo, concentrações séricas de FAL menores que 
10mg/dL, ou seja, HFA benigna, não produzem danos neurológicos. Porém, concentrações 
entre 10 e 15mg/dL são deletérias. Segundo sua experiência, devem ser tratados os 
pacientes que apresentem concentrações de FAL a partir de 8mg/dL se a relação FAL/TIR 
encontrar-se acima de 3 (CORNEJO; RAIMAN, 1999). A Figura 4 mostra o declínio do 
coeficiente de inteligência, no decorrer dos anos, em pacientes FCN não tratados. 
 
 
FIGURA 4 - CAPACIDADE INTELECTUAL TÍPICA EM PACIENTES FNC NÃO TRATADOS 
FONTE: pkubiobio.blogspot.com 
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2.3.4 Hiperfenilalaninemia não-cetonúrica ou atípica 
A FNC atípica ou HFA não-fenilcetonúrica é consequência do defeito no sistema 
da coenzima tetrahidrobiopterina (BH4) que atua como cofator essencial na hidroxilação 
da FAL. Consequentemente, a deficiência de BH4 está associada à deficiência de 
neurotransmissores com quadro severo de atraso no desenvolvimento e coordenação 
motora (HENDRIKSZ; WALTER, 2004).  
A deficiência mais frequente no sistema cofator é a da dihidropteridina 
redutase (DHPR) que juntamente com a pterin-4 carbinolamina desidratase recicla a 
BH4. A DHPR se encontra no cromossomo 4, região de banda p15-p16.1  
As enzimas que produzem a BH4 são: guanosina-trifosfato-ciclohidrolase 
(GTPCH 1) localizada no cromossomo 14, região de banda q11, 6-piruvoi-
ltetrahidropterina-sintetase (PTPS) que ainda não está mapeada e a sepiapterina- 
redutase, igualmente não mapeada (CORNEJO; RAIMAN, 1999; THÖNY; AUERBACH; 
BLAU, 2000; BLAU; AWARD, 2001). Portanto, a BH4 forma-se quer a partir da GTP, 
quer pela reciclagem da BH2, através da enzima DHPR. A deficiência em qualquer 
um desses passos pode resultar em um aumento da concentração de FAL no sangue 
que conduz a uma FNC com quadro neurológico, mais grave, denominada FNC 
maligna ou atípica (VILARINHO et al., 2006). 
Os sintomas podem manifestar-se durante as primeiras semanas de vida, mas 
usualmente são percebidos por volta dos quatro meses de idade. O recém-nascido 
apresenta-se agitado, exceto se for bastante prematuro ou de muito baixo peso. 
A deficiência de BH4 não é rotineiramente identificada pela triagem neonatal, 
porém, seria ideal que todo o recém-nascido que apresente níveis ligeiramente 
elevados de FAL fossem investigados quanto à concentração dos metabólitos de 
neurotransmissores e pterinas. Esta conduta deveria estender-se às crianças maiores 
que apresentem sinais e sintomas neurológicos (BLAU et al., 2005; JÄGGI et al., 2008). 
Por erro de diagnóstico, crianças com deficiência da BH4 podem ser tratadas 
como fenilcetonúricas. Vários grupos de pesquisadores relatam que o tratamento 
inadequado favorece, pela expectativa de resposta e tempo decorrido, o agravamento 
do quadro neurológico e do retardo mental. A dieta com restrição de FAL não reverte 
os efeitos deletérios no sistema nervoso central e, consequente, a deficiência de 
neurotransmissores não é corrigida. O diagnóstico é baseado na baixa razão biopterina/ 
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neopterina na urina, na medição dos níveis séricos de biopterina, na medição da 
atividade da DHPR no sangue e na análise de neurotransmissores específicos no 
líquido cefalorraquidiano (HENDRIKSZ; WALTER, 2004). 
2.4 FENILCETONÚRIA MATERNA 
Elevada concentração de FAL sérica em mãe fenilcetonúrica (FNC) produz 
uma síndrome clínica característica no feto. A hipótese levantada e confirmada em 
vários estudos é de que altas concentrações de FAL materna provocam inibição no 
transporte competitivo de outros aminoácidos aromáticos, como o triptofano e a 
tirosina, para o interior da placenta. Isto acarreta a deficiência destas moléculas que 
atuam no sistema nervoso central do feto em formação. 
A FAL materna em excesso, atravessa a barreira placentária atingindo 
concentrações de 1,2 a 1,9 vezes mais elevadas que no sangue materno. O sistema 
hepático imaturo do concepto tem dificuldade em metabolizar concentrações elevadas 
de FAL resultando em hiperfenilalaninemia, com ação lesiva sobre o feto. Este efeito 
se evidencia sobretudo no cérebro, onde são demonstradas alterações de mielinização 
por deficiência da síntese protéica de neurotransmissores. O metabolismo anômalo 
resulta no desenvolvimento da síndrome FNC materna no feto (GÜTTLER et al., 2003; 
FIGUEIRÓ-FILHO et al., 2004). 
Segundo Lenke e Levy 4 92% dos filhos de gestante com FNC não tratada 
apresentaram retardo mental, 73% microcefalia, 12% malfomações cardíacas congênitas 
e 40%, baixo peso ao nascer, ou seja, menos de 2,5kg. A microcefalia geralmente é 
acompanhada de anormalidades faciais características: face arredondada, fissuras 
palpebrais amplas, palato em ogiva e estrabismo, entre outras. Ocorrem abortos 
espontâneos em 24% das gestações de mães FNC (KOWALSKA, 1986; LEVY et al., 2001). 
Dentre as malformações congênitas, as cardíacas são as mais comuns, como a 
tetralogia de Fallot. Segundo Matalon e Michals, a partir do Maternal Phenylketonuria 
Collaborative Study, foi demonstrada a proporção de 7,5% de doenças cardíacas em 
                                            
4 LENKE, R. R.; LEVY, H. L. Maternal phenylalanine and hyperphenylalaninemia. N England J Med, 
v.303, p.1202-1208, 1980 apud KOWALSKA, 1986.  
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mães com FAL acima de 10mg/dL durante as primeiras oito semanas de gestação 
(MATALON; MICHALS, 1991; ROUSE et al., 2000; KOCH et al., 2002; FIGUEIRÓ-FILHO 
et al., 2004). 
É imprescindível que a mulher fenilcetonúrica, se não estiver adotando uma 
dieta rigorosa com baixa ingestão de FAL e que tenha a intenção de engravidar, a 
inicie alguns meses antes da concepção. As principais causas secundárias da 
elevação da FAL no recém-nascido incluem: prematuridade, doença renal ou 
hepática e o uso de medicações como trimetropim ou agentes quimioterápicos 
(SOUZA, 2002). 
2.5 TRATAMENTO DA FENILCETONÚRIA 
O tratamento da FNC consiste em uma dieta que ofereça alimentos com 
baixo teor de fenilalanina, mas em quantidade suficiente de forma a evitar uma 
síndrome carencial, pois a FAL é um aminoácido essencial. O aporte proteico não 
pode ser atingido com alimentos naturais sem que haja ingestão excessiva de 
fenilalanina. Proteínas naturais podem conter de 2,4 a 9% deste aminoácido. A dieta 
deve ser suplementada com produtos especiais denominados de "medical foods" 
(fórmulas metabólicas) que consistem em compostos de aminoácidos isentos ou 
com baixo teor de fenilalanina. A fórmula deve ser oferecida ao paciente, distribuída 
nas 24h do dia. O tratamento deve ser monitorado periodicamente, por acompanhamento 
clínico, dosagens bioquímicas de FAL e avaliação nutricional observando-se, 
principalmente, as mudanças fisiológicas e fisiopatológicas que alteram os valores 
séricos de fenilalanina do paciente (MARQUES, 1996; MONTEIRO; CÂNDIDO, 2005; 
CEARÁ, 2006). 
Especial atenção deve ser dada ao aporte do aminoácido tirosina (TIR). 
A TIR está incorporada em todas as proteínas e é, como já descrito, um percursor da 
tiroxina, melanina e dos neurotransmissores: dopamina e norepinefrina. Em pessoas 
normais a razão fenilalanina/tirosina é de 1:1. Uma vez que, os indivíduos fenilcetonúricos 
não conseguem sintetizar TIR a partir da FAL, passam a necessitar de fontes proteicas 
que forneçam cerca de dez vezes mais TIR do que as proteínas normais. Para estes 
indivíduos, a TIR torna-se um aminoácido essencial (MATALON; MICHALS, 1991). 
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No Brasil estão disponíveis fórmulas de aminoácidos das marcas PKU® e 
RILLA
®. A marca PKU® é industrializada pela Support®, empresa alemã, e a marca 
RILLA® é industrializada por empresa brasileira sediada em São Paulo. 
O complemento alimentar para fenilcetonúricos também está à venda no 
mercado, em alguns Estados. As formulações são adequadas ao aporte de proteína 
requerido nas diferentes faixas etárias e variam conforme o peso corporal e a 
tolerância de cada indivíduo (CEARÁ, 2006). 
As crianças fenilcetonúricas do Estado do Paraná recebem a fórmula especial 
para FCN gratuitamente durante o 1.o ano de vida. através da Associação dos 
Fenilcetonúricos e Homocistinúricos (AFEH), O governo do Paraná efetua a compra 
por licitação (BRANDALIZE, 2002).  
Segundo Mitchell e Scriver é recomendado, na infância, uma ingesta total de 
aminoácidos com restrição de FAL de pelo menos 3g/kg/dia, incluindo 25mg/kg/dia 
de TIR. A concentração de FAL no sangue deverá ser monitorada semanalmente ou 
quinzenalmente. Crianças a partir de dois anos de idade devem receber 2g/kg/dia de 
aminoácidos com restrição de FAL e 25mg de TIR/kg/dia. O monitoramento até os 
sete anos de idade deve ser quinzenal e após mensal. As recomendações quanto à 
dietoterapia para adolescentes, a partir de doze anos de idade e adultos, são mais 
flexíveis. Estudos demonstram que a descontinuidade parcial da dieta não altera as 
funções cognitivas e motoras. Entretanto, o abandono diminui estas habilidades 
(MITCHELL; SCRIVER, 2007). 
Conforme protocolo da Secretaria do Estado da Saúde do Ceará, as 
concentrações de FAL aceitáveis para os pacientes em tratamento, ainda são motivo 
de discussão na literatura. Porém, há um consenso de que o controle deve ser muito 
rigoroso nos primeiros três anos de vida, quando se deve manter valores fisiológicos 
normais entre 3 e 4mg/dL de FAL. Até aos doze anos de idade, 6mg/dL de FAL e, 
abaixo de 10mg/dL, durante os anos subsequentes ao tratamento. A interrupção do 
tratamento pode ser tentada nos casos de hiperfenilalaninemia entre 10-20mg/dL, 
mas nunca nos casos acima de 20mg/dL. A avaliação clínica da resposta terapêutica 
deve tomar como parâmetro, a concentração sérica normal de FAL e o estado 
nutricional adequado do paciente (CEARÁ, 2006). 
No Instituto de Nutrición y Tecnologia de los Alimentos (INTA), Chile, tem 
sido testada, desde a década de 90, a alimentação mista com fórmula hidrolisada e 
com leite materno. Esta experiência de tratamento em crianças fenilcetonúricas tem 
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trazido resultados excelentes. A prática da amamentação além de permitir o 
crescimento normal do recém-nascido e favorecer a relação afetiva mãe e filho, 
fortalece a aderência à dieta e diminui o custo do tratamento durante os primeiros 
meses de vida (CORNEJO; RAIMAN, 1999). 
Experiência semelhante foi realizada em Curitiba, quando foi introduzido o 
aleitamento materno em uma criança do sexo feminino, nascida em 2008 e 
procedente de Araucária (Região Metropolitana de Curitiba). A amamentação foi 
precedida pela ingesta da fórmula especial. Esta criança foi acompanhada e orientada 
por uma equipe multidisciplinar envolvendo o ambulatório de Endocrinologia Pediátrica 
do HC e a FEPE. Este experimento mostrou, conforme o quadro apresentado no 
Anexo 6, resultados dentro dos parâmetros esperados para os valores de FAL. Os 
resultados foram obtidos através de dosagens bioquímicas semanais da concentração 
de FAL no sangue. 
Em estudo recente de Kanufre e cols., Minas Gerais, foram igualmente 
ressaltadas as vantagens do aleitamento materno conjunto, pois promove o crescimento 
e o controle das concentrações de FAL adequados em crianças FNC (KANUFRE  
et al., 2007).  
A principal restrição alimentar para pacientes fenilcetonúricos envolve, devido 
ao alto teor de FAL, os alimentos de origem animal. Entretanto, cereais, frutas e 
verduras devem ser cuidadosamente controlados conhecendo-se a concentração deste 
aminoácido nestes alimentos (CORNEJO; RAIMAN, 1999). 
A baixa ingestão de proteínas de alto valor biológico e a predominância de 
alimentos de origem vegetal contendo fibras, fitatos, oxalatos e taninos, repercute 
diretamente na redução da biodisponibilidade de nutrientes como ferro, zinco, cálcio, 
selênio, vitaminas A, complexo B, vitamina D, entre outros. 
Verificou-se que a concentração individual de cada aminoácido em misturas 
formuladas, nem sempre está de acordo com as recomendações de ingestão 
estabelecidas pela FAO/WHO. Krauch e cols. avaliaram a composição de algumas 
misturas de aminoácidos sintéticos isentas de FAL e verificaram que a ingesta 
sugerida fornecia quantidade de aminoácidos essenciais inferiores às recomendadas 
pelos órgãos competentes, em se tratando de bebês de três a dez meses de idade. Nas 
formulações para crianças com três anos de idade, os aminoácidos: valina, isoleucina e 
lisina estavam presentes em concentrações duas a três vezes acima do que era 
considerado ideal. Para crianças com idade de oito a doze anos, os mesmos 
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aminoácidos (valina, isoleucina e lisina) excederam em 217%, 229% e 291% 
respectivamente, às recomendações da FAO/WHO (KRAUCH et al., 1996). 
No Brasil há alguns trabalhos em pesquisa de hidrolisados de proteínas com 
baixo de teor de FAL.  
Lara (2005) desenvolveu um trabalho utilizando soro de leite bovino submetido 
à ação da pancreatina, obtendo a liberação dos aminoácidos aromáticos: 74% de 
FAL, 100% de TIR e 100% de triptofano (LARA, 2005). 
Trabalho semelhante foi desenvolvido por Silva e cols em 2005, empregando 
pancreatina imobilizada na extração de soro de leite que produziu um hidrolisado 
com teor reduzido de FAL (SILVA et al., 2005). 
Capobiango em 2006, em sua dissertação de Mestrado, apresentou a 
obtenção de um hidrolisado com concentração baixa de FAL a partir de proteínas do 
fubá de milho (CAPOBIANGO, 2006). 
O tratamento dietoterápico para a FNC é complexo, de longa duração e 
requer muitas mudanças nas ações por parte do paciente e de sua família. O sucesso 
do tratamento, como em qualquer doença crônica, depende da disponibilidade do 
paciente em seguir as recomendações médicas prescritas (CORNEJO; RAIMAN, 1999). 
2.6 TRATAMENTO DA FENILCETONÚRIA ATÍPICA 
A FNC não cetonúrica ou atípica ocorre, como já descrito anteriormente, por 
deficiência de uma das enzimas do sistema cofator BH4, em cerca de 2% dos casos 
de FNC, sendo a deficiência da dihidrobiopterina redutase (DHPR) a mais frequente. 
(CORNEJO; RAIMANN, 1999). 
Como a concentração plasmática de FAL não é responsiva ao tratamento 
dietoterápico e, concomitantemente a este tipo de tratamento a deterioração neurológica 
continua evoluindo, a deficiência de BH4 também é chamada de FNC maligna.  
Faz-se necessária a sua rápida identificação para que o tratamento correto 
seja iniciado para restaurar o equilíbrio do sistema neurotransmissor. O tratamento 
constitui-se na administração, via oral, de precurssores da dopamina e da serotonina, 
ou seja, L-Dopa e 5-hidroxitriptofano respectivamente, juntamente com ácido folínico 
(HENDRIKSZ; WALTER, 2004; LEVY et al., 2007; JÄGGI et al., 2008). 
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2.7 TRATAMENTOS ALTERNATIVOS DA FNC  
A dificuldade no seguimento nutricional adequado tem estimulado pesquisas 
que visam ao desenvolvimento de tratamentos alternativos que estão em fase 
de estudo. 
2.7.1 Suplementação com aminoácidos neutros 
A fenilalanina tal como outros aminoácidos neutros: asparagina, cisteína; 
glutamina; histidina; isoleucina; leucina; metionina; serina; treonina; tirosina; triptofano; e 
valina, passa a barreira hematoencefálica através de transportadores de aminoácidos 
do tipo L. 
Elevados níveis de fenilalanina, como os habitualmente observados nos 
indivíduos fenilcetonúricos, competem com o transporte de outros aminoácidos neutros 
para o cérebro, como já descrito. Alguns destes, como a tirosina e o triptofano, são 
percursores de catecolaminas e neurotransmissores, respectivamente. Está comprovado 
que a síntese deficiente de neurotransmissores é um fator que contribui para a 
disfunção cognitiva observada na FNC (MATALON et al., 2003). 
Consequentemente, uma nova estratégia terapêutica baseada na ingestão 
protéica moderada e combinada com suplementos de aminoácidos neutros, isentos 
de fenilalanina, foi introduzida. Esta estratégia foi apresentada em 1985, à adolescentes 
e adultos fenilcetonúricos com dificuldades em aderir à dieta com restrição de FAL. 
Apesar da grande quantidade de suplementos que os doentes têm de consumir 
(cerca de dez tabletes antes de cada refeição), este tipo de terapêutica tem tido uma 
boa aceitação e tem demonstrado não haver diferenças no desenvolvimento 
cognitivo ou efeitos adversos em adolescentes sob a dieta convencional, quando 
comparados com adolescentes submetidos à uma dieta menos restritiva, em termos 
proteicos, com suplementos de aminoácidos neutros isentos de fenilalanina 
(SANTOS et al., 2006). 
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Concluiu-se que os aminoácidos neutros podem ser utilizados como suplemento 
do tratamento dietético convencional da fenilcetonúria e podem permitir uma dieta 
mais liberal ou promover uma maior concordância com a mesma (MATALON et al., 2003). 
Entretanto, maiores estudos clínicos são necessários para validar a efetividade 
deste tipo de tratamento (HENDRIKSZ; WALTER, 2004; MITCHELL; SCRIVER, 2007). 
2.7.2 Suplementação com BH4 
A suplementação com BH4 tem-se mostrado uma alternativa eficaz à dieta 
com restrição de fenilalanina. Diversos estudos demonstraram concentrações reduzidas 
de FAL plasmática após a administração oral de suplementos de tetrahidrobiopterina 
(BH4). Nestes casos, o metabolismo do cofactor era normal, contudo, a adição de BH4, 
em grande quantidade, normalizou o nível plasmático de fenilalanina (MATALON, 
2001; BERNEGGER; BLAU, 2002; FIEGE; BLAU, 2007). 
Alguns argumentos têm sido propostos para explicar a resposta à 
tetrahidrobiopterina: o aumento da afinidade de ligação da fenilalanina-hidroxilase 
mutante pela tetrahidrobiopterina; a proteção do tetrâmero ativo contra a degradação; o 
aumento da biossíntese da tetrahidrobiopterina e a regulação da expressão da 
fenilalanina-hidroxilase (SANTOS et al., 2006). O fator mais importante que determina 
a conformidade da terapia com o cofator parece ser a combinação alélica no locus 
do gene da FAH e a intensidade da resposta à tetrahidrobiopterina. O teste de 
sobrecarga com tetrahidrobiopterina deveria ser efetuado rotineiramente nos recém-
nascidos com hiperfenilalaninemia para excluir a deficiência do cofator (ERLANDSEN; 
STEVENS, 2001). 
Levy e cols. demonstraram que uma variedade de mutações está relacionada 
com uma resposta favorável à administração oral de tetrahidrobiopterina (LEVY 
et al., 2007). 
Alguns doentes com hiperfenilalaninemia não-fenilcetonúrica e fenilcetonúria 
clássica, moderada ou branda, respondem à elevadas doses de tetrahidrobiopterina. 
No entanto, o tratamento é mais eficaz nas formas mais suaves da doença. Nestes 
doentes está excluída a deficiência de tetrahidrobiopterina (MUNTAU et al., 2002). 
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A maior desvantagem do uso do cofator no tratamento da fenilcetonúria é o 
elevado custo (LEVY et al., 2007) Somando-se à isto, acrescenta-se a escassez de 
estudos que demonstrem a eficácia, a longo prazo, do tratamento com tetrahidrobiopterina 
e o fato deste não ser adequado para todos os doentes (ERLANDSEN; STEVENS, 2001; 
MUNTAU et al., 2002; THÖNY; DING; MARTINES, 2004; MULTANOWSKI et al., 2008). 
2.7.3 Terapia enzimática com fenilalanina amônia-liase 
Outros estudos para o tratamento da fenilcetonúria envolvem a administração 
oral de fenilalanina amônia-liase. Trata-se de uma enzima que atua degradando a 
fenilalanina no lúmen intestinal evitando a sua absorção. Problemas associados à 
este tratamento envolvem a inativação da fenilalanina amônia-liase pelas enzimas 
digestivas do paciente, além dos elevados custos na sua purificação. Em seres humanos, 
esta enzima alternativa foi testada apenas na forma purificada (MATALON et al., 
2003; BLAU et al., 2005). Para evitar a inativação, ela deve ser imobilizada em 
microcápsulas semipermeáveis, o que dificulta a sua destruição pelas enzimas 
digestivas do paciente. Com esta preparação verificou-se a redução das concentrações 
plasmáticas de fenilalanina em cobaias e humanos. Quando injetada intravenosamente, 
a fenilalanina amônia-liase exibe baixa estabilidade e elevada imunogenicidade 
(SANTOS et al., 2006). 
Alguns estudos sugerem que o tratamento da FNC requer maior redução nas 
concentrações de fenilalanina plasmática do que a obtida com este tratamento. 
Outro ponto negativo deve-se ao fato de que a fenilalanina amônia-liase não origina a 
produção de tirosina (LEVY et al., 2007; BLAU et al., 2005; SARKISSIAN; GÀMEZ, 2005). 
2.7.4 Terapia gênica 
A terapia gênica para a FNC (ainda em fase experimental) oferece grande 
expectativa para o futuro. Trata-se de uma técnica que atua modificando a expressão 
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de genes individuais ou corrigindo genes anormais, através da administração de 
ácido desoxirribonucleico (DNA) (DING; HARDING; THÖNY, 2003; BLAU et al., 2005). 
Existem 3 estratégias diferentes para a terapia gênica: a de substituição, a 
de correção e a de aumento de genes. Na substituição de genes o gene mutado é 
removido e substituído por um gene normal. Na técnica correção, apenas a zona 
afetada do gene mutado é corrigida. E na técnica de aumento de genes, ocorre a 
introdução de material genético estranho à célula com a finalidade de recuperar a 
função do gene mutado. O material genético estranho pode ser introduzido nas células 
afetadas por meio de adenovírus ou de retrovírus. As células que recebem o gene 
irão conter tanto o gene mutado como o gene exógeno. Esta última estratégia de 
terapia gênica é a que está sendo melhor estudada para o tratamento da FNC. 
Têm sido experimentados diferentes veículos de transferência do gene 
codificante da fenilalanina hidroxilase em cobaias. Podem ser vetores não-virais, 
vetores adenovirais recombinantes, vetores retrovirais recombinantes e vetores 
associados a adenovírus recombinantes (HENDRIKSZ; WALTER, 2004). 
Estudos mostraram que vetores derivados de um retrovírus recombinante 
permitem a transferência gênica eficiente de hepatócitos com o DNAc (DNA 
complementar) codificante da fenilalanina hidroxilase in vitro. Contudo, a transferência 
in vivo é pouco eficiente (SANTOS et al., 2006). 
Foram também realizados estudos utilizando vetores derivados de um 
adenovírus recombinante expressando o DNAc da fenilalanina-hidroxilase. Estes 
vetores foram inseridos na circulação portal de cobaias com deficiência em FAH. 
Houve a recuperação de grande parte da atividade da fenilalanina-hidroxilase hepática 
normalizando os níveis plasmáticos de fenilalanina. A produção de anticorpos contra 
o vetor adenoviral recombinante, por parte do paciente, tem sido um grande obstáculo a 
esta estratégia. Entretanto, verifica-se que a administração de um imunossupressor 
pode impedir a resposta imune do hospedeiro prolongando a expressão do gene 
codificante da FAH e reduzindo a falta de pigmentação (ZHAOBING; HARDING; 
THÖNY, 2004; HARDING, 2008). A utilização de vetores associados a adenovírus 
recombinantes parece mais segura e mais eficaz, pois estes induzem uma mínima 
resposta imune e conduzem a efeitos terapêuticos mais prolongados. O tratamento se 
mostrou satisfatório em ratos fenilcetonúricos machos, com redução dos níveis 
plasmáticos de fenilalanina em pouco tempo. Inesperadamente o tratamento foi menos 
eficaz em fêmeas, sendo necessários mais estudos para explicar esta diferença. 
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Além da terapia gênica convencional, alguns estudos com terapia heteróloga, 
expressão da fenilalanina-hidroxilase em outros tecidos que não o fígado, têm sido 
desenvolvidos para tratamento da FNC (MATALON, 2001). 
2.8 PERFIL EPIDEMIOLÓGICO DA FNC 
A FNC ocorre em todos os grupos étnicos devido à grande variabilidade 
genética. A prevalência em recém-nascidos pode variar de 1:2.600 até 1:30.000, sendo 
a média mundial de 1:10.000. É mais frequente em caucasianos e menos frequente 
em judeus Askenazi. Na Finlândia a FNC praticamente não existe, na Islândia há 
uma incidência de 1:6.000 e no Japão, 1:60.000 (MONTEIRO; CÂNDIDO, 2005). 
Na Europa Ocidental, a incidência da doença é em média 1:8.000. recém-
nascidos, apesar de grandes diferenças entre os vários países. Nos Países-Baixos, 
a incidência calculada é de 1:18.000. No Reino Unido é de 1:10.000 e na Irlanda é 
de 1:4.000 nascidos vivos. No centro da Espanha é de 1:7.000, na região da Cantábria 
e Castilha de Leon é de 1:13.000 e na região da Galícia é de 1:25.254. Na Áustria, o 
programa de proteção para recém-nascidos com erros inatos de metabolismo registrou, 
no período de março de 1966 a setembro de 1994 307 casos, entre os quais, 249 
eram de FNC, resultando numa incidência de 1:9.620 recém-natos. Os outros 58 
casos eram de HFA mostrando uma incidência 1:41.000. Na Turquia, devido à alta 
consanguinidade, a incidência é de 1:6.000 recém-nascidos e no Chile a incidência é 
de 1:14.000. A incidência da FNC também pode sofrer variações geográficas dentro 
de um mesmo país. Na Hungria, país com 10 milhões de habitantes e no qual 
existem dois centros para FNC, foram registrados pelo Centro de proteção à crianças 
com FNC em Budapeste e durante o período de 1975 a 1994, 160 casos de FNC 
clássica, o que corresponde a uma incidência de 1:9.000 entre um total de 1,5 
milhões de recém-nascidos (CORNEJO; RAIMANN, 1999). 
Cabalska e cols. observaram que a ocorrência de FNC clássica na população 
da Polônia é de 1:8.000, enquanto que para HFA é de 1:40.000 (CABALSKA et al., 1996). 
No Brasil, segundo Jardim e cols., a prevalência da FNC é de 1:12.000 a 
1:15.000 recém-nascidos (JARDIM et al., 1996). Segundo o levantamento da Sociedade 
Brasileira de Triagem Neonatal (SBTN) apresentado em novembro de 2001 durante o 
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1.o Congresso Brasileiro de Triagem Neonatal em Curitiba, Paraná, a prevalência da 
FNC é de 1:15.500 nascidos vivos. Entretanto, não se tem conhecimento de todos os 
casos devido a inexistência de controle em algumas regiões do país e ao pouco 
tempo da obrigatoriedade do teste para a detecção da doença (CARVALHO, 2003; 
CARVALHO; VARGAS; SANTOS, 2003). No Estado do Paraná, a prevalência da FNC 
está em torno de 1:24.000 recém-nascidos triados (dados da FEPE - 2011).  
A frequência da FNC é mais elevada na população caucasiana (brancos) em 
relação às demais etnias como demonstrado na Figura 5. 
 
 
FIGURA 5 - DISTRIBUIÇÃO ÉTNICA DA FNC 
FONTE: www.ufv.br/dbg/bio240/dg14.htm 
2.9 ERROS INATOS DO METABOLISMO (EIM) 
Os erros inatos do metabolismo (EIM) caracterizam-se por envolver moléculas 
de pequeno tamanho que circulam em quase todos os compartimentos corporais, 
originárias do metabolismo intermediário. As manifestações clínicas tendem a se 
evidenciar na vida extrauterina com a perda da função dialisadora da placenta materna 
e podem ser desencadeadas por fatores exógenos (BICKEL, 1987; SAUDUBRAY; 
CHARPENTIER, 1995; MARTINS, 2003; EL HUSNY; DERNANDES-CALDATO, 2006). 
Estes erros resultam da falta de atividade de uma ou mais enzimas específicas 
ou por defeitos no transporte de proteínas, tendo como consequência o acúmulo de 
substâncias normalmente presentes no sangue em pequenas quantidades. São 
causados, na sua grande maioria, por herança autossômica recessiva, ou seja, tem 
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um risco de recorrência de 25% a cada gestação de pais heterozigotos. Algumas 
doenças ocorrem por herança ligada ao X apresentando um risco de recorrência a 
cada gestação, de 50% para o sexo masculino e de 50% para o sexo feminino, 
como portador. Para as doenças mitocondriais determinadas por mutações do ácido 
desoxirribonucléico (DNA mitocondrial), o risco de recorrência é de praticamente 
100% nos filhos de ambos os sexos quando a mãe é a portadora da mutação 
(MARTINS, 2003).  
O desenho esquemático da Figura 6 (heredograma) exemplifica a herança 
genética autossômica recessiva. 
 
 
FIGURA 6 - DESENHO ESQUEMÁTICO DE HERANÇA 
AUTOSSÔMICA RECESSIVA 





Os EIM individualmente são considerados raros, mas a incidência cumulativa, 
quando considerados juntos, é de 1:5.000 recém-nascidos vivos. Como têm apresentação 
clínica bastante inespecíficas, é comum o pediatra cogitá-las tardiamente. A demora 
no diagnóstico e tratamento podem trazer danos irreparáveis à saúde da criança, 
comprometendo a qualidade de vida na fase adulta. Por outro lado, sabe-se que 
o esforço na detecção e a intervenção precoce são recompensados por uma 
evolução clínica favorável e pela prevenção de novos afetados (JARDIM et al., 1996; 
MARTINS, 2003). 
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De acordo com Saudubray e Charpentier (1995), os EIM classificam-se em 
três grandes grupos: 
 Grupo I - quando apresentam defeito de síntese ou catabolismo de 
moléculas complexas: doenças lisossomais e peroxissomais; 
 Grupo II - quando apresentam defeito no metabolismo intermediário: 
aminoacidopatias, acidúrias orgânicas, defeitos do ciclo da ureia e 
intolerância aos açúcares; 
 Grupo III - quando apresentam defeito na produção ou utilização de 
energia: doenças de depósito de glicogênio, defeitos da β-oxidação dos 
ácidos graxos, doenças mitocondriais e hiperlacticemias congênitas 
(SAUDUBRAY; CHARPENTIER, 1995; MARTINS, 2003). 
Segundo Bickel, as doenças metabólicas tornam-se clinicamente importantes 
se elas não são tão raras, o que é confirmado atualmente com o advento de métodos 
diagnósticos que possuem maior sensibilidade e especificidade e se existe uma 
terapia efetiva (BICKEL, 1987). 
2.10 MOLÉCULAS ENVOLVIDAS NA FISIOPATOLOGIA DA FENILCETONÚRIA: 
FENILALANINA, TIROSINA, FENILALANINA-HIDROXILASE E 
TETRAHIDROBIOPTERINA 
2.10.1 Fenilalanina (FAL) 
A FAL é uma das 20 subunidades monoméricas chamadas de aminoácidos 
que compõe a estrutura de milhares de diferentes proteínas dos seres vivos, desde 
as formas mais simples de vida, como as bactérias, até as formas mais complexas. 
Aproximadamente 500 tipos de aminoácidos foram descobertos na natureza. No 
entanto, somente 20 atuam como constituintes das proteínas orgânicas que, 
rearranjando-se em combinações complexas, resultam em mais de 100 mil tipos de 
proteínas. Todos os 20 aminoácidos encontrados nas proteínas têm um grupo 
carboxila e um grupo amino ligados ao mesmo átomo de carbono (carbono α). O que 
os difere são suas cadeias laterais, ou grupos "R", que variam de estrutura, tamanho 
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e carga elétrica, influenciando na solubilidade em água quando em pH fisiológico. 
Portanto, por conta dos grupos "R", os aminoácidos apresentam propriedades químicas 
diferenciadas. A FAL possui cadeia lateral aromática conferindo-lhe característica 
não polar ou não hidrofóbica. Não sendo sintetizada pelo organismo, precisa ser 
absorvida da dieta, o que lhe confere a classificação de aminoácido essencial 
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1995). 
A proporção de FAL utilizada para a síntese de proteínas varia com a idade 
situando-se em torno de 50% da ingestão diária durante a fase inicial do crescimento 
e diminuindo à medida que a velocidade de crescimento diminui.  
Como já descrito, fisiologicamente a via mais significativa da degradação do 
excesso da FAL não utilizada para o anabolismo proteico, ocorre no fígado, pela 
enzima fenilalanina-hidroxilase (FAH) (TOURYAN; SIDBURY, 1978). A molécula de 
fenilalanina nas suas fomas espacial e estrutural está exemplificada na Figura 7. 
 
 
FIGURA 7 - MOLÉCULA DE FENILALANINA (FAL) 
FONTE: www.icb.ufmg.br/.../grupos/grupo4/principal.html 
 
2.10.2 Tirosina (TIR) 
A TIR é um aminoácido essencial para a síntese protéica nos tecidos dos 
mamíferos. Atua como precursora das catecolaminas: dopamina e noradrenalina e 
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como substrato para a síntese de tiroxina e de melanina (TOURYAN; SIDBURY, 1978). 
A TIR está demonstrada,nas formas espacial e estrutural, na Figura 8. 
 
 
FIGURA 8 - MOLÉCULA DE TIROSINA (TIR) 
FONTE: www.icb.ufmg.br/.../grupos/grupo4/principal.html 
2.10.3 Fenilalanina-hidroxilase (FAH) 
A enzima fenilalanina-hidroxilase (FAH) cataliza a conversão de L fenilalanina 
para L tirosina e é a via mais importante para o catabolismo de cerca de 75% da FAL 
assimilada pela dieta. 
Desde a descoberta da relação entre a FAL e as mutações da FAH, esta 
enzima tem sido objeto de intensos estudos bioquímicos e genéticos. Entretanto, 
houve dificuldade, por muitos anos, de se entender detalhadamente a sua estrutura 
(FUSETTI et al., 1998). 
A FAH é uma enzima com estrutura quaternária constituída por um 
tetrâmero. Cada unidade polipeptídica está ligada a um átomo de ferro, cuja função 
é fixar o oxigênio. A molécula da FAH é regulada por fosforilação e desfosforilação. 
Possui três regiões funcionais: a região reguladora responsável pela ligação à 
fenilalanina; a região catalisadora que promove a hidroxilação da fenilalanina e uma 
região de tetramerização das cadeias polipeptídicas. 
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A reação de hidroxilalação da FAL à TIR pela FAH tem a participação do cofator 
tetrahidrobiopterina (BH4). Quando a TIR é formada, a BH4 é oxidada à dihidropteridina 
quinase (BH2) e após, é reciclada a BH4 novamente, pela dihidropteridina redutase 
(DHPR). Assim, a coenzima BH4 torna-se apta para ativar a FAH de novo. Para que 
ocorra a reação de hidroxilação da FAL é necessária a presença de oxigênio 
molecular (ERLANDSEN; RAYMOND; STEVENS, 1999). A molécula da fenilalanina-
hidroxilase está apresentada na Figura 9. 
 
 
FIGURA 9 - FENILALANINA HIDROXILASE (FAH) - FIGURA ESPACIAL 
FONTE: www.pt.wwikipedia.org.wiki/fenilalanina hidroxilase 
2.10.3.1 Gene da fenilalanina-hidroxilase 
A FNC exibe uma grande variabilidade genética e até o momento foram 
identificadas 528 mutações diferentes localizadas no gene codificante da FAH, as 
quais são responsáveis por defeitos na atividade da enzima em diferentes graus de 
gravidade (PHOMMARINH; SCRIVER, 2007). 
Este gene está localizado entre as bandas 2 e 4 no braço longo do 
cromossomo 12 (12q22-q24.1) e contém uma sequência nucleotídica conhecida de 
90Kb. Contém 13 exons que codificam um RNA mensageiro de 2,4Kb e uma complexa 
região de elementos regulatórios. É um gene rico em marcadores intragênicos 
polimórficos, incluindo fragmentos de restrição bialélicas ao longo dessa sequência e 
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em alelos de nucleotídeos isolados (LIDKSY et al., 1984; ERLANDSEN; RAYMOND; 
STEVENS, 1999; ERLANDSEN et al., 2003; PHOMMARINH; SCRIVER, 2007). 
Estas mutações podem ocorrer por: deleções de parte do gene, inserções de 
bases adicionais, mutações missense que alteram um aminoácido na proteína, defeitos 
no processo de splicing nos quais a remoção dos íntrons não é feita corretamente 
fazendo com que a leitura dos tripletos seja alterada e mutações nonsense nas 
quais surge um códon de terminação prematura que ocasiona o encurtamento da 
proteína, com consequente perda da atividade catalítica. 
A maioria dos pacientes fenilcetonúricos é heterozigótico expressando duas 
mutações diferentes, o que contribui para a heterogeneidade clínica e bioquímica 
da doença.  
A análise molecular da FAH é de extrema importância pois, geralmente o 
genótipo fornece uma previsão do fenótipo metabólico. No entanto, este fato nem 
sempre ocorre. Estudos revelam que, em alguns casos, na forma mais branda de 
HFA foram descritas mutações severas. Ou, a existência de duas mutações severas 
manifestou-se em um fenótipo brando, ao contrário do que se esperava. Em se 
tratando de uma desordem multifatorial, indivíduos que apresentam a mesma 
mutação genotípica podem não apresentar a mesma expressão fenotípica (FUSETTI 
et al., 1998; ERLANDSEN et al., 2003; HENDRIKSZ; WALTER, 2004; MITCHELL; SCRIVER, 
2007). A Figura 10 mostra a localização do gene da FAH no cromossoma 12. 
 
 
Cytogenetic Location: 12q22-q24.2 





Nos últimos quinze anos, pesquisas têm sido feitas quanto ao variado espectro 
de mutações existentes no continente europeu. Cada região está ligada à determinadas 
mutações, especialmente as regiões com elevado grau de imigração (SCRIVER; 
KAUFMAN, 2001). Entretanto, embora ocorra um variado espectro de mutações da 
FAH, apenas um pequeno grupo delas expressa a grande maioria dos genótipos da 
FNC em caucasianos (GÜTTLER; GULDBERG, 1994; SCRIVER; KAUFMAN, 2001). 
2.10.4 Tetrahidrobiopterina (BH4) 
A tetrahidrobiopterina (BH4) é normalmente conhecida como cofator não 
protéico que atua no catabolismo dos aminoácidos aromáticos. É essencial para 
vários processos metabólicos e provavelmente está presente em todas as células ou 
tecidos de organismos superiores. Assim, a BH4 é essencial para a conversão da 
FAL à TIR juntamente com a FAH. Também participa da hidroxilação da TIR à L-dopa 
que na sequência origina a dopamina e da hidroxilação do triptofano originando o 5-
hidroxitriptofano necessário para à síntese da serotonina (VILARINHO et al., 2006). 
Na Figura 11 está demonstrado o mecanismo de ação da BH4 na hidroxilação da FAL. 
 
 
FIGURA 11 - MECANISMO DE AÇÃO DA (BH4) NA HIDROXILAÇÃO DA FAL 
FONTE: laguna.fmedic.unam.mx/~evasquez/0403/enfermed 
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2.10.5 Características necessárias a um programa de triagem populacional 
(adaptado de National Screening Committee, 1998) 
A doença deve: 
a) ser um problema importante de saúde pública; 
b) ter a sua história natural bem entendida; 
c) ser passível de diagnóstico no período pré sintomático ou sintomático 
inicial. 
O teste deve: 
a) ser simples, seguro, confiável, barato e aceitável pelas pessoas que 
serão triadas; 
b) associar-se a valores bem estabelecidos e que separem claramente os 
indivíduos "em risco" daqueles "sem risco" (estabelecer valores de corte); 
c) ser sucedido, nos casos positivos, pela investigação diagnóstica; 
d) associar-se a um risco de causar danos físicos ou psicológicos às 
pessoas triadas menor do que a chance de que elas sejam beneficiadas 
pela triagem. 
O tratamento deve: 
a) ser efetivo; 
b) associar-se a um melhor prognóstico, caso seja iniciado em período 
assintomático ou sintomático inicial da doença; 
O programa de triagem deve: 
a) ser clinicamente, socialmente e eticamente aceitável; 
b) associar-se a acesso igualitário; 
c) ser custo-efetivo; 
d) possuir estrutura de suporte que garanta e que controle a sua qualidade. 
Baseados nestas premissas, os programas de triagem neonatal foram 
inicialmente implantados para fenilcetonúria e hipotireoidismo congênito e hoje estão 
sendo aplicados para um número crescente de enfermidades. Estes programas já 
estão bem consolidados nos países desenvolvidos, mas é ainda um desafio a sua 
aplicação eficiente em países do terceiro mundo (SOUZA, 2002). 
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2.10.6 A importância da triagem neonatal 
Guthrie foi o primeiro realmente a demonstrar que o sangue do indivíduo 
poderia ser coletado em papel filtro, absorvido e seco e enviado ao laboratório para 
a análise. Seu trabalho inovador na triagem para FNC marcou o começo da triagem 
neonatal, não somente nos Estados Unidos e América do Norte na década de 60, 
mas em todo o mundo (TUOTO, 2009).  
Por mais de quatro décadas a triagem neonatal tem se tornado um programa 
de saúde pública vital prevenindo deficiências e proporcionando benefícios à saúde 
das famílias e para a sociedade (THERRELL; ADAMS, 2007).  
Diversos distúrbios metabólicos que se manifestam de forma grave e 
precoce podem ter sua história natural substancialmente alterada pela introdução de 
um tratamento em sua fase pré-clínica. O diagnóstico pré-sintomático só é possível 
através dos testes de triagem populacional em recém-nascidos (TUOTO, 2009). 
2.10.7 A triagem neonatal no Brasil 
A introdução dos programas de triagem neonatal no Brasil aconteceu de 
forma desordenada, assim como em outros países em desenvolvimento. Sem 
estrutura organizacional eficiente, precedeu a uma discussão ética em torno do 
assunto (SOUZA, 2002). 
No Brasil, entre 1962 e 1963, o pediatra Dr. Benjamin José Schmidt juntamente 
com os colegas Aron Diament e Oswaldo Cruz iniciaram, no Laboratório Lavoisier de 
Análises Clínicas em São Paulo, a pesquisa de alguns erros inatos do metabolismo (EIM)  
Em 1973, Dr. Schmidt e cols. deram início ao projeto de um "plano nacional 
de estudos" para detecção de EIM que foi apresentado no congresso da APAE/SP, 
em Porto Alegre. Era uma proposta para a instalação e funcionamento do primeiro 
centro especializado de estudo populacional sobre a frequência da FNC, uma das 
causas de deficiência mental, o que se concretizou em 1975.  
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Para obtenção da amostra foi utilizado o método de coleta de sangue em 
papel filtro e a pesquisa e quantificação da FAL foi realizada através do método 
semiquantitativo BIA, ambos desenvolvidos por Guthrie, como descrito anteriormente 
(CORNEJO; RAIMANN, 1999).  
No ano de 1976, foram realizados 13.666 exames para FNC, iniciando-se 
assim o primeiro programa de triagem neonatal para erros inatos do metabolismo da 
América Latina.  
A influência da APAE-SP, especialmente do seu programa de triagem 
neonatal e do coordenador Dr. Benjamin Schmidt, contribuiu significativamente para 
a aprovação da Lei Estadual n.o 3.914/73 do Estado de S. Paulo (1973), que foi a 
primeira lei no Brasil tornando obrigatória a realização do teste de triagem neonatal 
para a fenilcetonúria (BRANDALIZE; CZERESNIAB, 2004; WITTIG; DOMINGOS, 2007). 
Esta lei serviu de modelo e motivação para a aprovação de leis semelhantes 
em outros estados brasileiros, até que surgiu a Lei Federal n.o 8069/90 que rege o 
Estatuto da Criança e do Adolescente. Embora o próprio estatuto fizesse referência 
à obrigatoriedade do "Teste do Pezinho", dados extraoficiais do Ministério da Saúde 
(MS) indicaram que entre um terço e metade dos cerca de 3 milhões de recém-
nascidos (RNs) brasileiros, no ano de 2000, não realizaram o teste. Alguns destes, 
podem tê-lo realizado em laboratórios privados que não informaram seus dados para 
estatísticas oficiais (CARVALHO; VARGAS; SANTOS, 2003). 
Além da falta de cobertura também existia a falta de controle de qualidade e 
ausência de dados como a data de nascimento e a data da coleta, fundamentais 
para a organização de um programa de triagem neonatal (CARVALHO; VARGAS; 
SANTOS, 2003). 
Em 2001, o Ministério da Saúde (MS) ciente da necessidade de se fazer 
cumprir a lei de maneira adequada, editou a Portaria Ministerial MS/GM n.o 822 (06 de 
junho de 2001) visando organizar uma rede de triagem neonatal no Brasil para alcançar 
maior abrangência, resultando no aumento do número de exames cobertos pelo 
Sistema Único de Saúde (SUS) (SOUZA, 2002; CARVALHO; VARGAS; SANTOS, 2003). 
O local da punção capilar na coleta de amostras de sangue para os exames 
da triagem neonatal, em todos os programas existentes no mundo, é o calcanhar do 
recém-nascido. Por este motivo, o Dr Benjamin Schimidt o denominou de "Teste do 
Pezinho", o que contribuiu para ampliar a sua divulgação e despertar sua 
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importância para a população (WITTIG; DOMINGOS, 2007). A descrição da técnica de 
coleta para o Teste de Pezinho" encontra-se no Anexo 3. 
No ano de 2008, o então Presidente da República Luiz Inácio Lula da Silva, 
baixou decreto instituindo o dia 06 de junho como "Dia Nacional do Teste do Pezinho". 
2.10.8 A triagem neonatal no Paraná 
O Programa de Triagem Neonatal (PTN) no Estado do Paraná é realizado pela 
Fundação Ecumênica de Proteção ao Excepcional (FEPE). A FEPE é uma instituição 
de caráter filantrópico credenciada pela Secretaria da Saúde do Estado do Paraná 
(SESA), junto ao Ministério da Saúde (MS), para realizar os exames preconizados 
pelo Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN). As doenças pesquisadas são: 
fenilcetonúria, hipotireoidismo congênito, fibrose cística e hemoglobinopatias. A FEPE 
realiza ainda, com recursos próprios, a pesquisa para a deficiência da biotinidase 
que está, no momento, em estudo de implantação, pelo MS, no Programa de 
Tiragem Neonatal Nacional (PNTN). São triados cerca de 15.000 recém-nascidos/mês 
(dados da FEPE – 2008). 
A triagem neonatal no Paraná teve início em 1987 com a pesquisa para FNC 
e a metodologia utilizada, já nesta época, era a análise fluorométrica. Primeiramente, o 
equipamento utilizado foi o Auto Analyser-Wallac® que emitia valores de concentração 
através de picos a serem interpretados e calculados posteriormente. A partir do ano 
2000, a pesquisa passou a realizar-se através do equipamento Victor D 1420-020® 
(Wallac), onde as concentrações são mensuradas e convertidas em mg/dL através 
do software Multicalc®. A Figura 12 mostra, à esquerda, o fluorômetro utilizado na 




FIGURA 12 - FLUORÔMETRO Victor 1420-020® (Wallac-PerkinElmer) 
FONTE: Laboratório do Centro de Pesquisas da FEPE 
 
 
No programa de triagem neonatal da FEPE as amostras são obtidas por 
punção do calcanhar dos recém-nascidos e o sangue é depositado em papel filtro 
S&S 903 (ADAM et al., 2000). O papel filtro contém um código de barras e está 
anexado a uma ficha de coleta com código idêntico. Nesta ficha constam campos a 
serem preenchidos com os dados da mãe e do recém-nato (no momento da coleta) 
e a mãe assina autorizando o exame, tomando conhecimento da obrigatoriedade e 
importância do teste. A ficha de coleta da FEPE consta no Anexo 4. 
A orientação do PTNN é de que a coleta seja obtida após 48 horas de vida 
neonatal, preferencialmente entre o 3.o e 5.o dias após o nascimento, garantindo que 
ocorreu ingesta de leite (aporte proteico), que é um fator imprescindível, segundo a 
maioria das literaturas, para validar o resultado da pesquisa para a fenilcetonúria. No 
Paraná é recomendado que a coleta ocorra no momento da alta hospitalar (MARTON 
DA SILVA; LACERDA, 2003).  
Uma amostra adequada deve apresentar material em quantidade suficiente 
para as análises, além de ausência de hemólise ou contaminação e chegada do 
material ao laboratório em no máximo 30 dias. Amostras com mais de 30 dias de 
coleta são consideradas envelhecidas. Devem ser secas à temperatura ambiente, 
longe de fontes de calor e enviadas em envelope padronizado ao laboratório da FEPE. 
Cabe ressaltar que todas as amostras são processadas, mesmo as classificadas 
como inadequadas.  
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Persistindo resultados alterados após repetição do teste com a mesma 
amostra, ou por motivo de má coleta, o Serviço Social da Fundação Ecumênica entra 
em contato diretamente com os familiares da criança (utilizando os dados constantes 
na ficha de coleta) comunicando a necessidade de novo exame. Se este contato não 
for possível, outros mecanismos são acionados na localização dos familiares, como 
a intermediação através da Unidade de Saúde próxima ou do Conselho Tutelar. 
Apesar das orientações realizadas pelo Serviço de Enfermagem da FEPE, 
cerca de 6% das coletas são realizadas antes das 48 horas de vida, o que pressupõe-se 
afetar a interpretação do ensaio resultando em valores falsos negativos para a FNC.  
A FEPE estabeleceu um protocolo de análise de acordo com os resultados 
obtidos: resultado normal até 2,9mg/dL; resultado com necessidade de repetição do 
teste: ≤ 0,2mg/dL e entre 2,5 e 3,0mg/dL; resultado alterado ≥ a 3,0mg/dL. Para os 
resultados <0,2mg/dL e entre 2,5 e 3,0mg/dL, o ensaio é repetido com a mesma 
amostra. Para o resultado ≥ 3,0mg/dL, o ensaio é repetido com a mesma amostra e, 
se persistir o valor alterado, é solicitada uma nova coleta para confirmar a suspeita 
de FNC. O protocolo detalhado encontra-se no Anexo 5. 
 
TABELA 1 - CONCENTRAÇÃO DE FENILALANINA - PROTOCOLO DA FEPE  
RESULTADOS CRITÉRIOS ADOTADOS PELA FEPE 
Normal <3,0mg/dL (< 181,8 mol/L) 
Repetição do teste 0,2 e 2,5-3,0mg/dL (<12,12 e 151-182 mol/L) 
Alterado (presuntivo positivo) ≥ 3,0mg/dL (>182 mol/L) 
FONTE: O autor (2011) adaptado do Protocolo para FNC da FEPE 
 
 
O atendimento ambulatorial das crianças com FNC detectadas pela triagem 
neonatal na FEPE é realizado mensalmente até o 6.o mês de vida. Este procedimento 
se faz necessário para o ajuste da fórmula especial devido ao aumento rápido de 
peso nesta faixa etária e pela introdução da "papinha" salgada e frutas. Após 1 ano, 
o acompanhamento é trimestral; após 3 anos, é quadrimestral e após 5 anos, a cada 
6 meses (dados da FEPE - 2008). 
Em fevereiro de 2007, a FEPE recebeu recurso financeiro da Secretaria da 
Ciência e da Tecnologia, para a aquisição do espectrômetro de massas sequencial 
Micro Mass Quattro micro® (Wallac). Esta nova tecnologia possibilita a pesquisa de 
26 erros inatos de metabolismo (EIM), entre eles a FNC. Na Figura 13 observa-se o 
sistema de espectrometria de massas da FEPE constando, da esquerda para a 
direita: equipamento de informática, bomba HPLC de diluição, auto-amostrador, 
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espectrômetro de massas, incubadora, bomba de vácuo, gerador de nitrogênio e 





FIGURA 13 - SISTEMA MS/MS Micro Mass Quattro Micro® 
FONTE: Centro de Pesquisas da FEPE 




Estima-se que, desde o início da triagem neonatal até meados de 2011, cerca 
de 3.487.000 RNs foram triados no Paraná resultando no diagnóstico 145 casos de 
FNC (dados da FEPE - 2011). 
2.11 MÉTODOS UTILIZADOS EM TRIAGEM NEONATAL DA FNC 
Os métodos e tecnologias para a identificação da FNC evoluíram durante os 
anos. Inicialmente, a triagem era apenas qualitativa. Na década de 60 surgiu o 
método semiquantitativo de Guthrie e mais tarde, os métodos quantitativos. O ensaio 
semiquantitativo ainda é utilizado por alguns programas de triagem neonatal. 
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A partir dos anos 90 foi introduzida nos Estados Unidos e na sequência 
em outros países, a triagem neonatal por espectrometria de massas (RINALDO; 
TORTORELLI; MATEM, 2004). 
2.11.1 Método qualitativo 
Este método é realizado na urina e denominado de "Teste do Cloreto Férrico". 
Foi bastante utilizado em décadas passadas e tinha como objetivo rastrear a FNC 
em grupos especiais, como deficientes mentais institucionalizados e avaliar lactentes 
em famílias que tinham membros com FNC.  
Sendo qualitativo, era sujeito à ocorrência de resultados falso-negativos ou 
falso-positivos pela interação com medicamentos e outras substâncias que poderiam 
estar presentes na urina. Era referido como "teste da fralda", pois o reagente era 
adicionado diretamente nas fraldas encharcadas de urina (ANTUNES et al., 1990).  
2.11.2 Métodos semiquantitativos 
Dois métodos semiquantitativos são utilizados em triagem neonatal: o teste 
de inibição bacteriana de Guthrie (BIA) e a cromatografia em camada delgada (CCD). 
2.11.2.1 Teste de inibição bacteriana (BIA) 
O teste de inibição bacteriana (BIA) foi desenvolvido em 1961 por Robert 
Guthrie, considerado o "pai da triagem neonatal". 
Fundamenta-se na leitura da inibição bacteriana obtida a partir de uma 
determinada concentração da bactéria Bacillus subtilis semeada em placa, onde são 
depositadas amostras de sangue seco em papel filtro. A interpretação do resultado é 
baseada na amplitude do halo de inibição produzido no crescimento bacteriano 
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devido à presença da FAL no sangue. Portanto, a inibição do crescimento bacteriano 
é proporcional à concentração de fenilalanina da amostra (GUTHRIE; SUSI, 1963). 
Paulatinamente adotado nos Estados Unidos, o método foi finalmente recomendado 
pela Organização Mundial de Saúde (OMS) a partir de 1968, passando a ser utilizado 
por outros países (BLAU, 1983).  
O fator desfavorável do teste é que pode haver interferência por antibioticoterapia 
(DOOLEY, 1992). 
2.11.2.2 Cromatografia de aminoácidos em camada delgada (CCD) 
É um método físico-químico de separação fundamentado na migração 
diferencial dos componentes de uma mistura, o que ocorre devido a diferentes 
interações entre duas fases imiscíveis: a fase móvel e a fase estacionária.  
Este teste permite identificar, além da FAL, a presença de outros aminoácidos, 
o que possibilita a identificação de outros erros do metabolismo (DEGANI; KASS; 
VIEIRA, 1998). 
2.11.3 Métodos quantitativos 
São métodos que permitem a identificação e quantificação da FAL em amostra 
de sangue coletado em papel filtro: método enzimático colorimétrico que utiliza a 
fenilalanina-desidrogenase; método fluorométrico de McCaman e Robins modificado; 
método de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE/HPLC) e mais recente, 
método de espectrometria de massas sequencial ou em tandem (MS/MS). 
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2.11.3.1 Método enzimático colorimétrico utilizando a fenilalanina-desidrogenase 
(método Quantase) 
O método Quantase® (marca registrada da Quantase Ltd.®) destina-se à 
determinação quantitativa e específica da FAL em amostras de sangue seco de 
recém-nascidos na triagem da FNC. Foi desenvolvido no Canadá, em 1992. Utiliza a 
enzima fenilalanina-desidrogenase na catálise da deamonização oxidativa da FAL 
para piruvato e amônia, que é um processo NAD-dependente. O NADH produzido é 
medido colorimetricamente usando o tetrazolium através de um sistema de elétron 
intermediante reconhecido (DOOLEY, 1992). 
As vantagens sobre o método fluorométrico refletem-se na ausência da 
interferência de antibióticos (o uso de antibiótico pode resultar em falsos positivos 
pelo aumento da fluorescência) ou componentes endógenos que podem produzir 
substâncias fluorescentes na amostra. Além de menor índice de resultados falsos 
positivos em relação ao método enzimático tradicional (fluorométrico), o método 
demonstrou acurácia e linearidade (RIVERO et al., 2000). 
2.11.3.2 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE/HPLC) 
Antes da década de 70 poucos métodos cromatográficos confiáveis eram 
comercialmente disponíveis para pesquisas em laboratório. Neste período, a maioria 
das separações químicas era realizada através de uma variedade de técnicas, incluindo: 
cromatografia de coluna aberta, cromatografia em papel e cromatografia em camada 
delgada. No entanto, estas técnicas cromatográficas eram insuficientes para a 
quantificação e para a identificação precisa de compostos semelhantes devido a 
dificuldade na separação dos analitos. Foi quando a cromatografia líquida de alta 
eficiência (CLAE) ou high performance liquid chromatography (HPLC) começou a 
ser utilizada com a vantagem de diminuir o tempo de fluxo devido à purificação dos 
compostos por coluna cromatográfica. Foi rapidamente melhorada pelo desenvolvimento 
do empacotamento das colunas e desempenho dos detectores. Na década passada 
houve grande expansão do mercado na produção de micro colunas e de colunas 
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específicas para determinadas pesquisas. O diâmetro usual de uma micro coluna 
(coluna capilar) varia de 3μm a 200μm. A cromatografia líquidacompõe-se de uma 
coluna chamada de fase estacionária, uma bomba que desloca a fase móvel através 
da coluna e um detector que mostra os tempos de retenção das moléculas. O tempo 
de retenção (tr) varia de acordo com as interações entre a fase estacionária, as 
moléculas analisadas e o tipo de solvente utilizado. O tr é determinado pelo tempo de 
arraste do analito pela fase móvel dentro da coluna cromatográfica até o momento de 
sua saída da mesma. Sob condições especiais, caracteriza a identificação de um 
determinado analito. Embora o método de HPLC seja amplamente considerado uma 
técnica essencial em biotecnologia, biomedicina, bioquímica e investigação, a sua 
utilização abrange apenas, cerca de 50% nestas áreas (KNOX; KAUER, 1989). 
2.11.3.3 Método fluorométrico  
A fluorometria é um dos métodos mais utilizados em triagem neonatal para 
FNC pelo seu desempenho como teste de triagem e viabilidade de custo. 
Um fluorômetro de filtro geralmente consta de uma lâmpada de mercúrio ou 
halogêneo, um filtro primário para transmitir o comprimento de onda desejado, uma 
cubeta porta-amostras, um tubo fotomultiplicador que mede a emissão fluorescente, 
um fotodetector e um segundo filtro para absorver a radiação de excitação 
dispersada. A leitura é proporcional à concentração e as medições podem estender-se 
à concentrações extremamente pequenas aumentando-se a sensibilidade do fotodetector 
ou a intensidade da fonte de radiação. As medições de fluorescência têm usualmente, 
como parâmetro de referência, um padrão arbitrariamente escolhido (CECHAK; 
ZIDLICKY, 1977; WILLARD et al., 1991). A Figura 14 mostra, esquematicamente, 








O método de fluorometria modificado é um ensaio de microtécnica que tem 
como base o ensaio publicado por McCaman e Robins em 1962 (McCAMAN; 
ROBINS, 1963). O teste baseia-se na intensificação da fluorescência de um produto 
da reação fenilalanina-ninhidrina pelo dipeptídeo L leucil-L alanina. Um tampão 
succinato é utilizado para otimizar a fluorescência e aumentar a especificidade. 
Também é utilizado um reagente de cobre para melhorar o desempenho da reação e 
reduzir as interferências. Este método faz doseamento quantitativo da FAL na presença 
de outros aminoácidos (GERASIMOVA; STEKLOVA; TUUMINEN, 1989). 
2.11.3.4 Método de espectrometria de massas em tandem (MS/MS) 
A aplicação da espectrometria de massas em tandem (MS/MS) nos processos 
bioanálíticos é relativamente recente. Hunt e cols. em 1982, fizeram a primeira 
aplicação do MS/MS em bioquímica traçando o perfil metabólico urinário dos ácidos 
carboxílicos (HUNT et al., 1982). 
Desde então, esta técnica tem sido extensivamente utilizada para resolver 
várias análises biológicas como a identificação de oligopeptídeos, ácidos nucléicos e 
nucleotídeos. É também utilizada em sequenciamento de proteínas e para análise 
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rápida de drogas e seus metabólitos (CHACE et al., 1993; CHACE; KALAS; NAYLOR, 
2002; CHACE; KALAS, 2005; WILCKEN et al., 2003). 
Uma das principais vantagens do MS/MS é a capacidade de realizar análises 
qualitativas e quantitativas em misturas complexas com pequena quantidade de 
amostra. Esta vantagem existe pela possibilidade de se acoplar, por exemplo, uma 
coluna de cromatografia gasosa (CG) ou uma coluna de HPLC ao analisador de 
massas, com a finalidade de separar os analitos de interesse, consequentemente, 
diminuindo o tempo de análise (RASHED; RAHBEENI; OZAND, 1999). 
O MS/MS possui um triplo quadrupolo com dois analisadores de massas, MS1 
ou Q1e MS3 ou Q3 em sequência (tandem), separados por uma célula de colisão, 
MS2 ou Q2.A identificação e quantificação dos analitos baseia-se nas suas massas 
moleculares e nas suas cargas, razão massa/carga (m/z). 
Para proceder à análise, o analito de interesse deve ser convertido em 
fase gasosa, vaporizado e ionizado. Os analitos, antes da análise, são geralmente 
derivatizados (quando método derivatizado) com a finalidade de mudar suas 
propriedades químicas. Este procedimento aumenta a sensibilidade e a especificidade 
do ensaio. Algumas técnicas de ionização estão disponíveis como: ionização química, 
ionização por eletro impacto e ionização por eletrospray. 
A ionização por eletrospray (ESI-MS/MS) é a técnica mais robusta e 
extremamente sensível que tem sido recentemente utilizada na área de bioquímica e 
genética (RASHED; RAHBEENI; OZAND, 1999; LUKACS; SANTER, 2006). 
Para ionizar uma amostra utilizando-se a técnica de eletrospray (ESI), a 
amostra é primeiramente solubilizada numa mistura de água e um solvente orgânico 
(metanol, isopropanol ou acetonitrila) denominada de fase móvel. Esta amostra ao 
entrar no equipamento recebe um fluxo de gás nitrogênio chamado de gás de 
dessolvatação tornando-se então, vaporizada. A amostra vaporizada segue através 
de um tubo capilar indo ao encontro de um forte campo elétrico (MS1 ou primeiro 
quadrupolo) onde os íons são separados, conforme o interesse, pelas suas razões 
massa/carga (m/z). Estes íons são chamados de precursores ou ¨íons pais¨. Uma 
vez selecionados, seguem para o compartimento MS2 ou célula de colisão sofrendo 
fragmentação pela ação de um gás inerte, geralmente o argônio. Os íons fragmentados 
são então chamados de íons produtos ou ¨íons filhos¨. Esses íons, podem estar 
carregados positivamente, negativamente ou se apresentarem como moléculas 
neutras. No terceiro quadrupolo (Q3), os íons produtos ou "íons filhos" são analisados e 
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apresentados ao detector para quantificação e identificação (GARG; DASOUKI, 2006). 
A Figura 15 apresenta, esquematicamente, a análise de uma amostra no MS/MS em 
tandem no modo de perda neutra. 
 
 
FIGURA 15 - DESENHO ESQUEMÁTICO DO MS/MS 
FONTE: Perkinelmer Life and Analytical Sciences, W.O (2007a)  
 
 
O MS/MS pode operar em três modos de leitura: íon precursor de 85, perda 
neutra de 46 e modo de reação monitorada (MRM).  
No modo do íon precursor de 85, o quadrupolo 1 (Q1) lê as massas dos 
analitos da menor para a mais elevada, enquanto que o quadrupolo 3 (Q3) está 
fixado para permitir apenas a passagem de íons de razão massa/carga (m/z) de 85. 
À medida em ocorre a leitura no Q1 cada íon precursor é enviado para a célula de 
colisão. Se esse íon produzir um fragmento iônico com m/z de 85, será enviado para 
o Q3, sendo então detectado. Um algorítimo relaciona a detecção de um íon m/z de 
85 e a m/z em que o Q1 estava nesse momento, Assim, o que é apresentado no 
espectro do MS/MS são os valores de m/z de todos os íons precursores que geraram 
um produto numa m/z de 85. 
No modo de leitura de perda neutra de 46 o Q1 lê um intervalo de massas 
particular, enquanto o Q3 é programado para ler o mesmo intervalo de massa, mas com 
um desvio de massa constante em relação ao Q1. Esse desvio de massa corresponde 
a uma perda neutra frequente dos íons precursores após a fragmentação. Na maior 
parte dos aminoácidos essa perda é equivalente a 46 unidades de massa atômica 
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(uma), pela perda de H2O e CO. Portanto, para a identificação e a quantificação dos 
aminoácidos, o Q3 está programado para ler um desvio constante da massa do Q1 
com menos 46 uma. À medida em os íons são selecionados pelo Q1 e dirigidos para 
a célula de colisão, apenas aos íons produto que resultam da perda de 46 uma é 
permitida a passagem pelo Q3 sendo assim, detectados. 
O terceiro modo de leitura que pode ser realizado pelo MS/MS é chamado de 
modo de reação monitorada (MRM). Essa leitura segue o mesmo princípio das 
anteriores descritas, porém, aqui o Q1 não está programado para ler um intervalo de 
massas da menor para a maior, mas irá selecionar um íon precursor particular. O íon 
precursor selecionado é enviado para a célula de colisão e o produto desejado é 
especificado em Q3 (PERKINELMER LIFE AND ANALYTICAL SCIENCES, 2007a).  
O uso do MS/MS como ferramenta de screening (triagem) possui várias 
características que não são encontradas em outras técnicas clássicas. Amplo espectro 
de determinações no mesmo teste, rapidez (o tempo analítico para cada amostra é de 
2 minutos), sensibilidade e especificidade. 
Rashed e cols, apresentaram o resultado de 3 anos de estudo em uma 
população de recém-nascidos da Arábia Saudita pesquisando e quantificando o 
ácido argino-succínico no sangue coletado em papel filtro. O objetivo do estudo era 
determinar a deficiência da argino-succinase. Foram analisadas 27.624 amostras e 
identificados 20 casos, Segundo o relato, não foram encontrados casos falso negativos 
nestas amostras já analisadas anteriormente por outras técnicas, mas vários falso-
positivos foram eliminados depois da análise por MS/MS. Neste período foram também 
pesquisadas: acidemia glutárica, citrulinemia e fenilcetonúria tetrahidrobiopterina 
dependente (RASHED; RAHBEENI; OZAND, 1999; FEARING; LEVY, 2003; RINALDO; 
TORTORELLI; MATEM, 2004). 
O equipamento de espectrometria de massas utilizado neste estudo é o de 
ionização por eletrospray (ESI) por método não derivatizado e no modo de perda neutra. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 CARACTERÍSTICAS DO ESTUDO 
Este estudo é de caráter observacional, retrospectivo, transversal e por 
conveniência, realizado com 528 amostras obtidas no período de 2008 a 2009, 
através do Programa de Triagem Neonatal (PTN) da Fundação Ecumênica de 
Proteção ao Excepcional (FEPE), entidade credenciada pela Secretaria da Saúde do 
Estado do Paraná (SESA-Pr) junto ao Ministério da Saúde (MS), para realizar a 
triagem neonatal em todo o Estado. 
3.2 AMOSTRAS 
As amostras foram tomadas aleatoriamente quanto à etnia, gênero e 
procedência, priorizando, para a formação dos grupos de estudo, as datas do 
nascimento do recém-nascido e da coleta para o Teste do Pezinho, o peso e a 
concentração de fenilalanina obtida por fluorometria. Foi avaliado a qualidade da coleta 
sendo excluídas amostras que apresentavam hemólise, ressecamento, contaminação, 
transfusão sanguínea, envelhecimento e quantidade insuficiente de sangue no papel 
filtro. Cabe ressaltar que todas as amostras que chegam à FEPE são analisadas 
previamente quanto à qualidade da coleta. O rastreio quanto ao tempo de coleta é 
realizado pelo programa de informática da FEPE que classifica a amostra com código 
específico. Quanto à amostras ressecadas, o parâmetro utilizado é o comportamento 
das amostras na focalização isoelétrica e na cromatografia de alto desempenho 
(HPLC), empregados na triagem da doença falciforme (pesquisa que faz parte do 
PTN). Nestes testes torna-se evidente quando uma amostra não eluiu. A leitura 
mostra-se difusa na corrida da amostra no gel da focalização isoelétrica e picos 
baixos, com baixa área de concentração de sangue, no cromatograma do HPLC 
(protocolo de trabalho da FEPE desde 2001). 
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As amostras foram classificadas, conforme as suas características, em 6 grupos:  
 G.1 ou "grupo controle" - 108 amostras de sangue de recém-nascidos 
com peso superior a 2,5kg e com coleta após 48 horas de vida.  
 G.2 ou "grupo coleta precoce" – 84 amostras de sangue de recém-
nascidos com peso acima de 2,5kg, mas que tiveram a coleta para a 
triagem neonatal antes de 48h de vida. 
 G.3 ou "grupo 2.a coleta" – 84 amostras dos mesmos recém-nascidos 
que tiveram coleta precoce e que foram submetidos à uma segunda coleta 
em Unidade de Saúde, mais ou menos uma semana após a alta 
hospitalar. 
 G 4 ou "grupo baixo peso" – 49 amostras de sangue de recém-nascidos 
com peso igual ou inferior a 2,2kg e com coleta após 48h de vida. 
 G 5 ou "grupo limítrofe" – 80 amostras que no ensaio fluorométrico (método 
utilizado em triagem neonatal para fenilcetonúria na FEPE) apresentaram 
resultados da concentração da fenilalanina entre 2,1 e 2,9mg/dL.  
 G 6 ou " grupo FNC – 123 amostras de recém-nascidos, crianças e 
adolescentes com diagnóstico confirmado de FNC e que, no período de 
2008 a 2009 estavam em acompanhamento médico e nutricional no 
ambulatório de Endocrinologia Pediátrica do Hospital de Clínicas da UFPR. 
O parâmetro de baixo peso para crianças com 2,2kg foi tomado, para este 
estudo, com base no peso da maioria dos RNs, que situa-se acima de 2,5kg. 
A classificação e as características dos grupos estão apresentadas no Quadro 1. 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Setor de 
Ciências da Saúde da UFPR sob o registro CEP/SD: 568.105.08.07 e CAAE: 












Amostras de sangue de recém-nascidos saudáveis com 
concentrações normais de fenilalanina pelo método 
fluorométrico, coleta adequada após 48 horas de vida, 
antecedida por alimentação láctea e peso ao nascer igual 
ou superior a 2,5kg. 
2.
o 
84 Coleta Precoce 







Amostras de recém-nascidos do grupo 2 coletados após 
48 horas de vida recebendo ingesta láctea. 
4.
o 
49 Baixo Peso 
Amostras de recém nascidos com peso corporal menor ou 




Amostras de recém-nascidos com concentrações de 
fenilalanina medidas por método fluorométrico com 
resultados entre  2,1 e 2,9mg/dL, apresentando peso 




Amostras de pacientes com fenilcetonúria (FNC) confirmada 
por diagnóstico laboratorial e em acompanhamento clínico. 
O grupo contempla desde recém-natos até adolescentes. 
QUADRO 1 - CLASSIFICAÇÃO E CARACTERÍSTICAS DOS GRUPOS EM ESTUDO 
FONTE: O autor (2011) 
3.2.1 Análise das características das amostras entre os grupos estudados 
Foram analisadas e comparadas as características das amostras quanto ao 
gênero, idade em dias (do grupo 1 ao 5) e em anos (grupo 6), peso e etnia, no total 
de amostras e em cada grupo. Estes parâmetros foram obtidos dos dados da ficha 
de coleta.  
3.2.2 Análise da estabilidade da FAL em tempo "zero", 24, 48 e 72h em amostras 
mantidas em temperatura de 37oC 
Amostras de uma única fonte e preparada em papel de filtro padronizado, foi 
analisada em duplicata pelos dois métodos em estudo. Após análise no tempo zero 
(basal), a amostra foi testada em 24, 48 e 72h sendo mantida em estufa a 37oC, 
neste período. 
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3.2.3 Análise da variabilidade analítica interensaio 
Uma amostra de única fonte foi submetida a um teste de repetibilidade 
(20 vezes) nos métodos fluorométrico e de espectrometria de massas para avaliar a 
imprecisão dos ensaios  
3.2.4 Análise dos resultados das amostras por fluorometria e por espectrometria de 
massas nos grupos avaliados 
As amostras dos grupos estudados foram analisadas quanto aos resultados 
obtidos para a fenilalanina por fluorometria e por espectrometria de massas. 
Também foram analisadas as concentrações de tirosina e a relação FAL/TIR obtidas 
no MS/MS. As concentrações em ambos os métodos foram convertidas em mg/dL. 
a) Estudo da comparação da concentração de FAL utilizando o teste t Student 
e a correlação de Pearson para os diferentes grupos 
As amostras em estudo foram submetidas ao ensaio de probabilidade de 
distribuição t Student e à mensuração da correlação entre as variáveis: concentração de 
FAL por método fluorométrico e por espectrometria de massas. 
b) Estudo das análises de regressão para cada grupo estudado e para o 
total de amostras 
Análises de regressão foram propostas para descrever a relação entre as 
duas variáveis de interesse: concentração de FAL por método fluorométrico e por 
espectrometria de massas. 
c) Estudo da concentração de fenilalanina por fluorometria e por espectrometria 
de massas entre os grupos: controle, limítrofe e indivíduos com FNC  
Este estudo foi realizado para avaliar a distribuição dos resultados da FAL por 
fluorometria e por espectrometria de massas frente os valores de corte determinados 
pelos Procolos Clínicos e Diretrizes Terapêuticas (PCDT) do Ministério da Saúde: 
PCDT de 2002, 4,0mg/dL e do PCDT de 2010, 2,0mg/dl. 
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3.3 PREPARO DAS AMOSTRAS 
As amostras foram analisadas na sua totalidade e por grupo, quanto às suas 
características: gênero, idade em dias (G1 a G5) e idade em anos (G6), etnia, peso, 
concentração de fenilalanina por fluorometria e concentração e coeficiente da 
relação FAL/TIR obtidas por espectrometria de massas. Obtidas de sangue total seco e 
coletadas em papel de filtro S&S 903 foram picotadas em picotadores automatizados 
tipos MultiPuncher1296-81® (Wallac-PerkinElmer) ou DBSPuncher® 1296-071 
(Wallac-PerkinElmer). Os discos de papel filtro com diâmetro 3,2mm foram transferidos 
para microplacas de 96-poços, identificadas por código de barras. A leitura dos códigos 
de barras das microplacas gerou o protocolo da rotina e alimentou, através de 
interfaciamento, os analisadores automáticos para a quantificação da fenilanalina, 
quer por fluorescência ou por espectometria de massas. 
3.3.1 Método fluorométrico modificado (McCaman e Robins) 
O método fluorométrico modificado é o ensaio utilizado pelo fabricado do kit 
Wallac Neonatal Phenylalanine® (NP-4000), composto de reagentes e calibradores. 
Para este estudo foi utilizado o lote n.o 472346. A Figura 16 mostra as reações que 
ocorrem na determinação da fenilalanina pelo método fluorométrico utilizado. 
 
 
FIGURA 16 - ENSAIO FLUOROMÉTRICO MODIFICADO 




A determinação dos resultados presuntivos positivos para a FNC é baseada 
em valores de corte que distinguem os resultados presuntivos negativos e dos 
resultados presuntivos positivos, estabelecidos conforme testes preliminares realizados 
pelo fabricante do kit de fluorometria. Uma zona de equívoco é utilizada para refletir 
a imprecisão do ensaio. O resultado dos testes podem variar conforme a idade da 
criança e do tempo de coleta da amostra ou em outras condições adversas 
(PERKINELMER LIFE AND ANALYTICAL SCIENCES, 2007b).  
É recomendável que os valores da literatura fossem utilizados apenas como 
orientação e que cada laboratório estabelecesse seus próprios valores de corte 
conforme sua população (CECHAK; ZIDLICKY, 1977). 
Os valores estabelecidos pela literatura e adotados pela FEPE, na metodologia 
fluorométrica, são validados para a detecção da FNC e podem ser reproduzidos 
quando re-testados (dados da FEPE - 2008).  
3.3.1.1 Desenvolvimento do ensaio 
A primeira etapa da análise consistiu em estabelecer a curva padrão com os 
reagentes em uso. A calibração do ensaio foi preestabelecida pelo fabricante do 
reagente para cada lote, e a validação do teste foi realizada por controles em dois 
níveis (alto e baixo), tratados de forma similar à amostra e presentes em todas 
os ensaios. 
Em cada poço das microplacas foi picotado um disco de papel filtro de 
3,2mm da microplaca, caracterizando um paciente ou controles. Foram dispensados 
15 L da solução extratora (72mL de sulfato de zinco 25% + 48 mL de etanol PA), 
com pipeta multicanal. A mistura ficou em repouso por 40 minutos. Após este período, 
utilizando-se o dispensador automático Nichiryo²® (Wallac) foram adicionados 40 L 
de água deionizada tipo 1 (Permution®) em cada poço. Na sequência, as placas 
foram submetidas à agitação (sistema Delfia Wallac®) em baixa rotação, por cerca 
de 2 minutos.  
Posteriormente, 25 L do eluato das amostras e controles foram transferidos 
para novas placas identificadas com códigos de barras semelhantes e, no sistema 
de dispensação Nichiryo®, foram dispensados 50 L de solução de ninhidrina 
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tamponada acrescida de L leucil – L alanina. As placas foram então incubadas a 
60oC por 45 minutos (NCS Incubator® (Wallac). Após a incubação foram transferidas 
para o sistema automatizado de dispensação Delfia-Plate Dispenser®), sendo 
adicionado, em cada poço, 200 L da solução otimizadora (sufato de cobre 0,05% 
em solução contendo carbonato de sódio e tartarato duplo de sódio e potássio). 
A solução de cobre teve a finalidade de aumentar a fluorescência da reação e reduzir 
a fluorescência de fundo (background), aumentando a especificidade para a FAL. 
A leitura da fluorescência (Excitação = 390 nm e Emissão = 486nm) foi 
realizada em fluorômetro Victor® 1420-020 (Wallac-PerkinElmer). Os resultados da 
concentração de fenilalanina, em cada amostra, foram calculados a partir do software 
do sistema automático da análise fluorométrica (Multicalc® (Wallac-PerkinElmer). 
As Figuras 17 e 18 mostram o dispensador da solução de ninhidrina, Nichiryo®  




FIGURA 17 - DISPENSADOR NICHIRYO (WALLAC – PERKINELMER) 





FIGURA 18 - EQUIPAMENTO DELFIA-PLATE DISPENSER (WALLAC-
PERKINELMER) 
FONTE: Laboratório do Centro de Pesquisas da FEPE 
3.3.2 Método de espectrometria de massas em tandem não derivatizado 
As análises foram realizadas no espectrômetro de massas (MS/MS) Micro 
Mass Quattro micro® comercializado pela PerkinElmer Life and Analytical Sciences 
(Wallac, Oy). Os reagentes, padrões e controles utilizados foram os fornecidos pelo 
pela fabricante do equipamento de espectrometria designados NeoGram® Amino Acids 
and Acylcarnitines Non-derivatized Tandem Mass Spectrometry Kit (MS-8980EY) 
(PerkinElmer). Todos os procedimentos foram realizados conforme as recomendações 
contidas nas instruções de uso do reagente empregado. Os padrões internos para 
aminoácidos e acilcarnitinas foram reconstituídos com a solução do kit e se 
mantiveram estáveis em temperatura entre 2 e 8oC por 30 dias. 
3.3.2.1 Desenvolvimento do ensaio 
Foi preparado em balão volumétrico de 20ml a solução de extração utilizada na 
de 1:200. Desta solução, com pipeta automática foram transferidos, para cada poço da 
microplaca em que as amostras (discos de papel filtro) foram picotadas, 190 L.  
As placas foram vedadas com folha de alumínio, presente no Kit, para evitar 
a evaporação e extravasamento. Foram incubadas por 30 min e à temperatura de 
30oC com agitação de 650-750 rpm, em equipamento NCS Incubator® (Wallac). 
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Na sequência, as placas foram colocadas no amostrador automático acoplado 
ao espectrômetro de massas (MS/MS) e os parâmetros do ensaio foram estabelecidos. 
Para a detecção da fenilalanina, neste estudo, foi utilizado o modo de perda neutra 
(46 uma). 
As quantificações da razão massa/carga (m/z) dos analitos e dos padrões 
internos deuterizados foram convertidas em forma numérica para a unidade de mol/L 
através do software NeoGram²® que gerencia os resultados obtidos. O tempo de 
análise por amostra foi em torno de 2 minutos. 
3.3.3 Analitos quantificados no MS/MS 
O espectrômetro de massas (MS/MS) Micro Mass Quattro micro® quantifica, 
em cada amostra analisada, os analitos descritos no Quadro 2. 
 
AMINOÁCIDOS ACILCARNITINAS 





Leucina 3-Hidroxi-Butiril (C4OH) 
Metionina Metilmalonilcarnitina (C4DC) 
Ornitina Isovalerilcarnitina (C5) 
Fenilalanina Glutarilcarnitina (C5DC) 
Tirosina 3-Hidroxi-Isovalerilcarnitina (C5OH) 





















QUADRO 2 - ANALITOS ANALISADOS NO MS/MS Micro Mass Quattro Micro® 
FONTE: Adaptado da Bula do Kit NeoGram Amino acids and acylcarnitines non-derivatized 
tandem mass spectrometry - (PerkinElmer) 
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A Figura 19 mostra 2 espectros de análise de fenilalanina com os picos de 
padrão interno e os picos do analito de um indivíduo afetado e de um indivíduo normal. 
 
 
FIGURA 19 - ESPECTRO DO PADRÃO INTERNO DA FAL=E DA FAL DO ANALITO = POR MÉTODO NÂO DERIVATIZADO 
(ANÁLISE DE AMOSTRA COM CONCENTRAÇÃO ALTERADA DE FAL) 
FONTE: Laboratório de Espectrometria de Massas da FEPE 
3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
A análise estatistica e figuras foram realizadas com o software Statistica® v. 
5.5 (StatSoft Inc., Tulsa OK, USA). 
Um valor de probabilidade menor que 5% (p < 0,05) foi considerado significativo 
em todas as comparações. 
Para as comparações com variáveis contínuas foram utilizados os testes t 
Student e análise de variância (ANOVA).  
Variáveis que não apresentaram distribuição normal foram normalizadas por 
transformação logaritmica ou analisadas pelo teste U de Mann-Whitney.  
As variáveis descontínuas foram comparadas com o teste do Quiquadrado 
ou teste exato de Fisher bidirecional. Para análise de correlação foi utilizado o teste 
de Pearson. Análises de regressão foram utilizadas para comparar o desempenho dos 
métodos em estudo. 
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Para estas análises foi considerado, como método de referência, o ensaio por 
fluorometria devido ao longo histórico de determinações os quais têm apresentado 
resultados consistentes e robustos no laboratório da FEPE. 
A equação y = ax + b, representa nestes ensaios: y: valores das 
concentrações obtidas por espectrometria de massas; a: coeficiente angular; x: 
concentração pelo método fluorométrico (referência) e b: intercepto. O coeficiente r2, 




4.1 CARACTERÍSTICAS DAS AMOSTRAS 
Na Tabela 2 estão apresentadas as características das amostras de acordo 
com o gênero, etnia, e peso dos recém-nascidos avaliados. O gênero e a etnia foram 
tomados aleatoriamente, porém. o peso e a idade da criança, para os grupos G1 a 
G5, asim como o tempo da coleta foram fatores imprescindíveis para a formação dos 
grupos em estudo. 
 
TABELA 2 - DISTRIBUIÇÃO DAS CARACTERÍSTICAS DAS AMOSTRAS NOS DIFERENTES GRUPOS 
PARÂMETROS 
TOTAL 
(n = 528) 
G1 
(n = 108) 
G2 
(n = 84) 
G3 
(n = 84) 
G4 
(n = 49) 
G5 
(n = 80) 
G6 
(n = 123) 
Gênero (%)        
M 47,2 42,9 47 47 56 50,5 45,5 
F 52,8 57,1 53 53 44 49,4 54,5 
Etnia (%)        
Euro 86,6 87,9 79,8 79,8 89,8 96,3 - 
Afro 13,4 12,1 20,2 20,2  10,2 3,7  
 
Idade (dias G1 a G5) 
Idade (anos G6)  
       
M 7,35 2,38 1,27 12,59 10,95 10,52 9,19 
 DP 16,36 1,05 0,42 14,07 18,56 34,50 7,90 
 Md 2,33 2,05 1,28 8,64 5,81 2,10 8,62 
        
Peso (kg)        
M 3,10 3,41 3,25  2,07 3,12  
DP 0,66 0,46 0,46  0,42 0,64  
Md 3,14 3,37 3,2 - 2,20 3,09 - 
FONTE: O autor (2011)  
NOTA: Gênero (Sexo); Euro = europeu; Afro = afrodescendente; Idade (G1 a G5) em dias; Idade G6 em anos; M = média; 
DP = desvio padrão; Md = mediana. 
 
 77 
4.1.1 Análise da estabilidade da FAL em tempo "zero", 24, 48 e 72h em amostras 
mantidas à 37oC 
Amostra de uma única fonte foi analisada em duplicata e demonstrado, na 
Figura 20, as concentrações de fenilalanina quando foi submetida a uma temperatura 
constante de 37oC. A determinação da FAL foi realizada em tempo "zero" e após 24, 








FIGURA 20 - CONCENTRAÇÕES DE FENILALANINA NOS TEMPOS "ZERO" E APÓS 
24, 48 E 72H EM AMOSTRA MANTIDA À 37
o
C 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: X = Tempo em horas; Y = Concentração de fenilalanina mg/dL; DP = Desvio 
padrão para fluorometria e espectrometria de massas. 
4.1.2 Análise da variabilidade analítica interensaio 
Uma mesma amostra foi submetida a um ensaio de repetibilidade, 20 vezes 
consecutivas, nos métodos fluorométrico e de espectrometria de massas. Obtiveram-se 
resultados mostrando a variabilidade analítica ocorrida em cada método os quais 
estão apresentados na Tabela 3. 
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TABELA 3 - ANÁLISE DA VARIABILIDADE ANALÍTICA INTERENSAIO PARA A 
FENILALANANINA NOS MÉTODOS DE FLUOROMETRIA E DE 





FAL mg/dL (F) FAL mg/dL (MS/MS) TIR mg/dL (MS/MS) 
1 0,69 1,37 1,39 
2 0,81 1,26 0,86 
3 0,65 1,21 1,22 
4 0,52 1,45 0,97 
5 0,43 1,11 0,96 
6 0,57 1,26 1,70 
7 0,60 1,04 1,21 
8 0,79 1,14 0,85 
9 0,98 1,34 0,93 
10 0,62 0,78 0,81 
11 0,49 1,45 1,05 
12 0,70 1,20 0,84 
13 0,57 1,20 1,27 
14 0,76 1,31 0,90 
15 0,91 1,24 1,24 
16 0,70 1,30 0,91 
17 0,68 1,15 1,41 
18 1,07 1,26 1,15 
19 0,69 1,19 1,01 
20 0,65 1,37 1,12 
Média 0,69 1,23 1,09 
Mediana 0,68 1,24 1,03 
A-V 0,43-1,07 0,78-1,45 0,81-1,69 
DP 0,160 0,151 0,232 
CV (%) 23,1 12,3 21,3 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: F= método fluorométrico; MS/MS= método de espectrometria de massas; AV= 
Amplitude de variação; DP=desvio padrão; CV= coeficiente de variação. 
4.1.3 Análise dos resultados para a fenilalanina nos grupos avaliados utilizando-se 
os métodos de fluorometria automatizada e de espectrometria de massas em 
tandem não derivatizado 
TABELA 4 - MÉDIA, DP E MEDIANA DOS VALORES DE FAL AVALIADOS NOS DIFERENTES GRUPOS PELOS 
MÉTODOS DE FLUOROMETRIA E ESPECTOMETRIA DE MASSAS, E DE TIR E RELAÇÃO FAL/TIR 
AVALIADOS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS 
PARÂMETROS/GR
UPOS 
TOTAL= 528 G1=108 G2=84 G3=84 G4=49 G5=80 G6=123 
FAL mg/dL (F)        
M 2,69 0,87 0,94 0,67 0,70 2,21 8,57 
DP 4,03 0,38 0,26 0,22 0,29 0,16 5,44 
Md 0,95 0,80 0,94 0,68 0,69 2,21 8,02 
FALmg/dL(MS/MS)        
M 3,66 1,56 1,54 1,21 1,23 2,21 11,72 
DP 5,35 0,52 0,36 0,32 0,33 1,05 7,08 
Md 1,53 1,45 1,53 1,16 1,17 1,74 11,28 
TIRmg/dL (MS/MS)        
M 2,17 2,19 2,24 2,48 1,85 3,74 0,95 
DP 2,42 1,64 1,02 0,89 0,89 5,43 0,51 
Md 1,80 1,89 2,05 2,32 1,53 2,45 0,85 
FAL/TIR (MS/MS)        
M 4,48 0,98 0,84 0,59 0,86 2,16 17,60 
DP 10,24 0,87 0,32 0,23 0,40 1,02 16,27 
Md 0,87 0,90 0,82 0,54 0,79 1,50 14,82 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: M = Média; DP = Desvio Padrão; F = Método Fluorométrico; Md = Mediana; MS/MS = Método de Espectrometria de 
Massas; FAL=Fenilalanina; TIR=Tirosina; FAL/TIR=Relação Fenilalanina/Tirosina. 
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a) Comparação da concentração de fenilalanina por fluorometria e por 
espectrometria de massas utilizando o Teste t Student e o coeficiente de 
correlação de Pearson 
 
TABELA 5 - COMPARAÇÃO DE RESULTADOS DA FAL POR FLUOROMETRIA E POR MS/MS UTILIZANDO O TESTE  
t STUDENT E A CORRELAÇÃO DE PEARSON 
GRUPOS 
DETERMINAÇÕES ESTATÍSTICA 
FAL (F) FAL (MS/MS) p (teste t Student) r (Correlação Pearson) 
1 0,87 ± 0,38 1,56 ± 0,52 < 0,001 0,623 (< 0,001) 
2 0,94 ± 0,26 1,54 ± 0,36 < 0,001 0,161 (< 0,001) 
3 0,67 ± 0,22 1,21 ± 0,32 < 0,001 0,089 (0,003) 
4 0,70 ± 0,29 1,23 ± 0,33 < 0,001 0,343 (< 0,001) 
5 2,21 ± 0,16 2,21 ± 1,05 0,960 0,008 (0,423) 
6 8,57 ± 5,44 11,72 ± 7,08 < 0,001 0,784 (< 0,001) 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: Valor de "p" para Teste t Student para amostras pareadas bimodal.; r = coeficiente de correlação de Pearson (valor 
de "p" para a correlação). 
 
b) Análises de regressão 
As análises de regressão para os grupos em estudo e o total das amostras 
encontram-se descritas na Tabela 6 e demonstradas nas Figuras 21 a 27. 
 




(y = ax+b) 
r
2 
1 y = 1,08x + 0,612 0,625 
2 y = 0,558x + 1,017 0,164 
3 y = 0,427x + 0,922 0,087 
4 y = 0,663x + 0,771 0,338 
5 y = 0,578x + 0,938 0,008 
6 y = 1,152x + 1,185 0,784 
TOTAL y = 1,262x + 0,362 0,901 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: Y = FAL mg/dL (MS/MS); X = FAL mg/dL (F); r
2
=coeficiente de correlação; 






FIGURA 21 - ANÁLISE DE REGRESSÃO PARA O GRUPO CONTROLE (G1) 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: Análise de regressão para as amostras pertencentes ao grupo controle (G1). A equação da reta observada 
foi y=1,08x + 0,612; r
2
=0,625. F-FAL representa a concentração de fenilalanina (mg/dL) medida por método 




FIGURA 22 - ANÁLISE DE REGRESSÃO GRUPO COLETA PRECOCE (G2) 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: Análise de regressão para as amostras pertencentes ao grupo coleta precoce (G2). A equação da reta 
observada foi y=0,558x + 1,017; r
2
=0,164. F-FAL representa a concentração de fenilalanina (mg/dL) medida 






FIGURA 23 - ANÁLISE DE REGRESSÃO GRUPO 2.
a
 COLETA (G3) 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: Análise de regressão para as amostras pertencentes ao grupo 2.
a
 coleta (G3). A equação da reta observada 
foi y=0,427x + 0,922; r
2
=0,087. F-FAL representa a concentração de fenilalanina (mg/dL) medida por 




FIGURA 24 - ANÁLISE DE REGRESSÃO GRUPO BAIXO PESO (G4) 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: Análise de regressão para as amostras pertencentes ao grupo baixo peso (G4). A equação da reta 
observada foi y=0,663x + 0,771; r
2
=0,338. F-FAL representa a concentração de fenilalanina (mg/dL) medida 






FIGURA 25 - ANÁLISE DE REGRESSÃO GRUPO LIMÍTROFE (G5) 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: Análise de regressão para as amostras pertencentes ao grupo limítrofe (G5). A equação da reta observada 
foi y=0,578x + 0,938; r
2
=0,008. F-FAL representa a concentração de fenilalanina (mg/dL) medida por 




FIGURA 26 - ANÁLISE DE REGRESSÃO DO GRUPO FNC (G 6) 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: Análise de regressão para as amostras pertencentes ao grupo FNC (G6). A equação da reta observada foi 
y=1,152x + 1,185; r
2
=0,782. F-FAL representa a concentração de fenilalanina (mg/dL) medida por método 





FIGURA 27 - ANÁLISE DE REGRESSÃO DA AMOSTRA TOTAL 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: Análise de regressão para o total de amostras.. A equação da reta observada foi y=1,262x + 0,362; 
r
2
=0,901. F-FAL representa a concentração de fenilalanina (mg/dL) medida por método fluorométrico e 
MS/MS-FALe o mesmo analito (mg/dL) quantificado por espectrometria de massas. 
 
4.1.4 Análise da concentração de FAL por fluorometria e por espectrometria de 
massas para os grupos: controle, limítrofe e indivíduos com FNC  
TABELA 7 - ANÁLISE DOS RESULTADOS DA FENILALANINA POR FUOROMETRIA E POR ESPECTROMETRIA DE 



























18,37  5,3 
15,2[1,9-114] 
<0,001 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: FAL= concentração de fenilalanina pelos métodos fluorométrico e espectrometria de massas (MS/MS). Razão 
FAL/TIR=obtida com o método espectrométrico (MS/MS). Os valores apresentados para os ensaios laboratoriais 
representam a média  1-desvio padrão e a mediana [mínimo – máximo]. Valores de probabilidade obtidos por 
ANOVA corrigidos pelo Teste de Tukey. *probabilidade para o teste exato de Fisher bidirecional.  
 
 84 
4.1.5 Concentração da fenilalanina frente aos valores de corte dos PCDTs de 2002 e 
de 2010 do Ministério da Saúde 
A Figura 28 mostra os resultados da análise da fenilalanina dos gupos 
controle, limítrofe e pacientes FNC, quantificados pelos métodos em estudo, frente 






































FIGURA 28 - DISTRIBUIÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES DE FENILALANINA (FAL) E DA RAZÃO FENILALANINA/ 
TIROSINA (FAL/TIR) NOS GRUPOS EM ESTUDO 
FONTE: O autor (2011) 
NOTA: Os símbolos representam a concentração média de fenilalanina em mg/dL com os métodos fluorométrico 
(quadrados cheios) e de espectrometria de massas (círculos abertos) ou a relação fenilalanina/tirosina 
obtida no método por espectrometria de massas (asterisco). As barras verticais indicam o intervalo de 
confiança de 95% para a média. As linhas tracejadas destacam as concentrações de 4,0 mg/dL e 2,0 mg/dL 
(que são os valores de corte preconizados para indivíduos saudáveis), pelas portarias do Ministério da 




5 DISCUSSÃO  
5.1 CARACTERÍSTICAS DAS AMOSTRAS  
A proporção de recém-nascidos do sexo masculino para os do gênero feminino 
apresentou um percentual de 45 homens/55 mulheres em quase todos os grupos. 
Houve exceção nos grupos 4 e 5 onde o número de indivíduos do gênero masculino 
superou aos do gênero feminino. Cabe mencionar que os grupos das amostras 
foram selecionados aleatoriamente quanto à este parâmetro, pois a prioridade do 
estudo foi: o tempo de coleta e os resultados previamente obtidos pelo método 
fluorométrico. Entretanto, para o grupo 6 (FNC) ocorreu uma predominância real de 
pacientes, do gênero feminino em relação ao masculino, entre os indivíduos em 
seguimento clínico no período de 2008 a 2009, de aproximadamente 12%. 
Igualmente, as amostras foram selecionadas sem priorizar diferenças étnicas, 
mas como era esperado, devido ao alto índice de imigração europeia no Estado do 
Paraná, cerca de 87% dos indivíduos participantes deste estudo eram caucasianos. 
No grupo "controle" onde houve a seleção de amostras coletadas após 48h 
de vida, a média situou-se em 2,38 dias ou, aproximadamente, 57 horas após o 
nascimento e geralmente no momento da alta hospitalar. 
No grupo "coleta precoce", a média situou-se em 1,27 dias ou aproximadamente 
30 horas de vida.  
No grupo "2.a coleta" a média situou-se em 12,59 dias ou aproximadamente 
302 horas de vida. Lembrando o que foi citado anteriormente, este grupo compõem-se 
dos mesmos recém-nascidos em que ocorreu a coleta precoce, porém, neste momento, 
numa 2.a coleta.  
No grupo "baixo peso" o tempo de coleta situou-se em 10,95 dias ou 
aproximadamente, 263 horas de vida. O atraso no tempo da coleta deste grupo, 
provavelmente, deve-se ao fato de que sejam recém-nascidos prematuros e, portanto, 
submetidos nos primeiros dias de vida a cuidados médicos em internamento hospitalar.  
O grupo "limítrofe" teve seu período de coleta em média em 10,52 dias ou 
aproximadamente 252 horas de vida. A justificativa para o atraso na coleta deste 
grupo é de que, provavelmente, foi constituído por amostras de uma 2.a coleta quando 
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foi solicitada a confirmação do resultado ≥2,5mg/dL (protocolo da FEPE). Estas 
amostras quando ensaiadas no espectrômetro de massas, cuja metodologia e 
sensibilidade diferem do fluorométrico, apresentaram valores maiores, o que será 
discutido na sequência. 
Para o grupo "pacientes FNC" a média de 9,19 refere-se à quantificação em 
anos visto que, este grupo é composto por crianças de idades variadas, desde 
recém-nascidos até adolescentes. 
A média do peso dos recém-nascidos cujas amostras foram utilizadas neste 
estudo situou-se em torno de 3kg, com exceção do grupo "baixo peso" em que este 
parâmetro situou-se em torno de 2kg. 
Para o grupo "pacientes FNC" este parâmetro não foi analisado devido à 
variação das idades. 
5.1.2 Estabilidade da FAL em tempo "zero", 24, 48 e 72h em amostra mantida à 37oC 
Amostra de sangue coletada em papel filtro padronizado e seca à temperatura 
ambiente foi analisada por método fluorométrico e por espectrometria de massas para 
quantificar a estabilidade da fenilalanina. A primeira análise ocorreu no tempo "zero" e 
após, esta amostra foi submetida à temperatura de 37oC constante, por 3 dias 
consecutivos, sendo realizada a cada 24h, nova mensuração. O resultado está 
representado no gráfico 1 demonstrando que a fenilalanina se mantém estável mesmo 
em temperatura de 37oC por 3 dias consecutivos. 
Este experimento objetivou a avaliação da estabilidade da fenilalanina 
mediante variações de temperatura que possam ocorrer, principalmente nos meses 
de verão, desde o momento da coleta e durante o transporte das cidades do interior do 
Paraná à central dos correios em Curitiba, até a chegada da amostra no Laboratório 
da FEPE.  
Estes resultados estão em conformidade com a literatura (CHACE et al., 
1998) que relatam em seus experimentos que strips de amostras de sangue seco, 
com dessecante, foram empacotadas em plásticos fechados tipo zip. Estas amostras 
foram mantidas no escuro e submetidas à variação de temperatura: ambiente, a 
37oC, a -4oC e a -20oC. Após 30 dias estas amostras foram reanalisadas em 
 87 
duplicata por método HPLC e analisadas estatisticamente. O resultado de maior 
interesse para este estudo é de que a FAL reteve 83-85% da sua concentração 
inicial após 30 dias em temperatura à 37oC. 
Observou-se neste experimento que os resultados para a fenilalanina 
obtidos por espectrometria de massas apresentam-se cerca de 0,7mg/dL elevados em 
relação aos resultados pela análise fluorométrica. 
5.1.3 Variabilidade analílica interensaio 
Um total de 20 repetições com mesma amostra, foi analisado em ambos os 
métodos, fluorométrico e de espectrometria de massas,a um ensaio de imprecisão 
analítica ou repetibilidade (Tabela 3).  
Quando comparados os coeficientes de variação analítica (CVa), o método 
fluorométrico mostrou variação cerca de duas vezes maior que o espetrométrico 
(23,1% vs 12,3%, respectivamente). Neste contexto, a espectrometria de massas 
realizada, como descrito neste trabalho, mostrou características analíticas superiores 
ao ensaio fluorométrico. Os resultados observados são similares aos descritos por 
Ceglarek (CEGLAREK et al., 2002). 
5.1.4 Análise dos resultados quanto à concentração de FAL pelos métodos 
fluorométrico e de espectrometria de massas 
Quando as concentrações de FAL foram comparadas nos grupos entre os 
dois métodos em estudo, sistematicamente o método espectrométrico apresentou 
valores significativamente superiores (p < 0,05), exceto para o grupo 5 (Tabelas 4 e 5). 
Considerando o método fluorométrico como referência (100%), as concentrações 
de FAL foram significativamente superiores, sendo 79% (1,56/0,87), 64% (1,54/0,94), 
81% (1,21/0,67), 76% (1,23/0,70), 0% (2,21/2,21) e 37% (11,72/8,57), respectivamente 
para os grupos 1, 2, 3, 4, 5 e 6, quando comparado ao método por espectrometria 
de massas (Tabelas 4 e 5). 
 88 
Observa-se que as concentrações de FAL no grupo em que a coleta ocorreu 
antes de 48h de vida, apresentam-se maiores do que no grupo 1 (controle) em que a 
coleta foi realizada após 48h de vida do recém-nascido com alimentação láctea já 
estabelecida e, portanto, com aporte suficiente de fenilalanina.  
Este achado contraria a expectativa em relação à concentração de FAL e a 
ingesta proteica quando se entende que a quantidade de FAL após 48h de vida 
deveria ser maior (mesmo dentro dos parâmetros de normalidade) que a da coleta 
precoce. Entretanto, de acordo com John A. Arnopp e colaboradores, amostras de 
sangue de recém-nascidos do programa de triagem neonatal da Califórnia coletadas 
nas primeiras 2 horas após o nascimento e analisadas por método flurométrico, 
apresentam uma média de 2,75mg/dLde FAL. Após 7-9h a concentração aumentou 
rapidamente para 3,06mg/dL diminuindo lentamente para 2,73mg/dL até 24h de 
vida. Nos bebês cujas as coletas ocorreram após as 24h de vida, a média da 
concentração da FAL situou-se em 2,66mg/dL. O aumento de FAL logo após o 
nascimento é interpretado como consequência do trauma tissular pós-parto associado a 
um pequeno atraso no início da atividade da FAH (ARNOPP et al., 1995). 
Para o grupo 4 (baixo peso), a coleta foi realizada após 48h de vida, porém, 
a probabilidade de prematuridade é bastante grande devido ao peso inferior ou igual 
a 2,2kg. A média situou-se em 0,70mg/dL e 1,23mg/dL, respectivamente. Neste grupo, 
pretendeu-se avaliar o metabolismo da fenilalanina numa situação de provável 
prematuridade. As amostras dos indivíduos do grupo 5 (limítrofe) apresentaram 
comportamento diferente dos demais grupos (Tabela 5). Neste grupo quando 
comparados os dois métodos em estudo as concentrações de FAL foram similares 
(p = 0,96) e baixa correlação linear foi observada (r2 = 0,008). É relevante mencionar 
que a dispersão dos resultados medida pelo desvio padrão foi cerca de 6 vezes 
superior no método espectrométrico quando comparado ao fluorométrico (1,05 vs 0,16, 
respectivamente). Novos estudos serão necessários para buscar as causas do 
comportamento diferente deste grupo em relação aos demais. Pode-se postular que 
interferentes analíticos estariam presentes nestas amostras promovendo respostas 
analíticas diferentes nos métodos em estudo. Entretanto, não se tem conhecimento, 
na literatura, de comportamento analítico similar quando analisados valores de 
fenilalanina entre 2,1 e 2,9mg/dL pelos métodos fluorométrico e de espectrometria de 
massas não derivatizada. 
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Para o grupo 6 (pacientes fenilcetonúricos), a média da concentração de FAL 
para o método flurométrico situou-se em 8,57mg/dL e para o método espectrométrico 
em 11,72mg/dL. 
A média dos valores de TIR obtida por espectrometria de massas situou-se, 
para todos os grupos em 2,17mg/dL, ou seja, dentro da normalidade (o valor normal 
é até 4,0mg/dL) (CAMARGO NETO et al., 1998). 
Os valores da relação FAL/TIR apresentaram-se menor que 1,0 para todos 
os grupos com exceção do grupo FNC cuja a média da relação FAL/TIR foi de 17,6, 
com uma mediana de 14,82, comprovando que em indivíduos normais para a 
fenilalanina, a relação FAL/TIR apresenta-se abaixo de 3 (PCDT, 2010). Os níveis de 
TIR para o grupo 6 situaram-se, na média de 0,95 e mediana de 0,85. Valores de 
tirosina mais elevados eram esperados neste grupo, pois estes indivíduos recebem 
fórmula especial para a reposição deste aminoácido, que não foi obtido pela 
hidroxilação da fenilalanina. 
A concentração de FAL, significativamente maior apresentada pelo método de 
espectrometria de massas e observada neste estudo, contrasta com outras publicações 
onde a metodologia de massas fornece resultados inferiores quando comparado a 
ensaios fluorescentes (CHACE et al., 1993; CEGLAREK et al., 2002) Este resultado é 
esperado, uma vez que a espectrometria de massas não apresenta as interferências 
positivas, inerentes ao método fluorométrico, de outros compostos presentes na 
análise. No entanto, nos estudos que apresentaram esta característica, o método de 
espectrometria de massas foi sempre o derivatizado. 
A metodologia de espectrometria de massas empregada neste trabalho foi a 
de diluição isotópica por método não derivatizado. Neste contexto, o fabricante do 
reagente (NeoGram®, PerkinElmer) descreve que esta metodologia apresenta, em 
determinadas concentrações, valores mais altos de FAL quando comparado ao 
ensaio fluorométrico e flutuações analíticas em ambos os métodos (Figura 1). Como 
fator responsável por esta característica do MS/MS, aponta-se a elevada recuperação 
da FAL em amostra de papel filtro. Confirmam os nossos resultados, estudo piloto com 
mais de 800 amostras realizados pela FEPE de Curitiba (dados não publicados) aonde 
se observaram diferenças metodológicas similares às reportadas neste estudo.  
Também reforçam a consistência dos dados apresentados, o fato de ambos 
os métodos em estudo (massas e fluorométrico) apresentarem resultados adequados 
em programas de controle de qualidade externo internacional do qual a FEPE de 
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Curitiba participa (CDC, Atlanta). A consistência observada nos programas de 
qualidade externos também eliminam possíveis dúvidas sobre a qualidade da 
calibração dos ensaios. Os resultados obtidos pelos métodos fluorométrico e de 
espectrometria de massas no CDC de Atlanta estão apresentados no Anexo 7. 
5.1.5 Análises de regressão  
As análises de regressão comparam o desempenho dos métodos em estudo 
e suas relações (Tabela 6 e Figuras de 2 a 7). A equação de regressão y=ax + b; "x" 
e "y" são os valores de FAL (mg/dL) pelos métodos fluorométrico (tomado como 
referência) e espectrométrico respectivamente; "a" o ângulo de inclinação da reta 
(erro proporcional); e "b", o intercepto (erro constante ou sistemático).  
Os métodos apresentaram comportamento significativamente diferente conforme 
o grupo em que a comparação foi realizada. 
Em uma população saudável (grupo 1), com cerca de 90% dos resultados 
entre 0,5 e 1,5mg/dL, o método espectrométrico apresentou um erro proporcional de 
8% (a = 1,08) e um erro constante (intercepto) de 0,62mg/dL (Figura 21). 
A análise de regressão para o grupo 2 (coleta precoce) mostrou um padrão 
de regressão diferente quando comparado ao grupo controle (Figura 22). Um erro 
constante de 1,0mg/dL foi associado a uma inclinação de 0,558 ("a").  
A comparação entre os métodos nos grupos 3 e 4 mostrou padrões similares 
(Figuras 23 e 24). 
O grupo 5 (limítrofe) embora tenha apresentado uma equação da regressão 
linear semelhante àquela observada entre os métodos para os grupos 3 e 4, 
evidenciou uma elevada dispersão dos resultados como observado na Figura 25. 
Estes pacientes poderiam estar apresentando, na amostra de sangue, fatores 
interferentes que propiciaram esta dispersão. Não é impossível descartar que erros 
analíticos ou mesmo pré-analíticos possam ter contribuido para este comportamento 
dissonante. No entanto, não foi possível identificar as fontes desta variação, caso 
elas tenham ocorrido. 
O grupo 6, denominado FNC, foi constituído por amostras de pacientes 
que estavam em acompanhamento clínico no setor de Endocrinologia Pediátrica do 
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Hospital de Clínicas (HC) – UFPR. Todos os pacientes tiveram o diagnóstico de FNC 
confirmado por repetições subsequentes da determinação da concentração de FAL 
por método fluorométrico. 
Para os valores de FAL elevados, como os observados no grupo 6, o 
comportamento dos métodos foi similar ao observado no grupo controle. A correlação 
entre os métodos foi superior a 78% com erros sistemáticos de 15% (a = 1,152) e erro 
constante de 1,18mg/dL. A correlação para o total de amostras foi de 90% (r² = 0,901). 
Analisando em conjunto, os grupos em estudo mostraram correlação linear 
muito baixa, exceto para os grupos 1 e 5 (Tabela 6). Este achado foi inesperado 
uma vez que relatos na literatura apontam para correlações em torno de  
80 - 90% (0,80 – 0,90) entre os diferentes métodos (CHACE et al., 1993; CEGLAREK 
et al., 2002).  
Chace e cols. (1998) e Ceglarek e cols. (2002), desenvolveram um estudo 
comparativo de métodos analíticos para a determinação da fenilalanina, Donald H 
Chace e cols (CHACE et al., 1998), realizaram em 1998, na Califórnia, um estudo das 
respostas analíticas na triagem da FNC em recém-nascidos com menos de 24h de vida 
os quais tiveram, primeiramente, as amostras quantificadas por método fluorométrico. O 
tamanho amostral foi de 208 indivíduos. Estes indivíduos apresentaram, inicialmente, os 
resultados: inicial negativo; inicial positivo para HPA que negativaram na reconvocação 
e inicial positivo para HFA confirmado no seguimento clínico como FNC ou HFA variante. 
O valor de corte (cutoff) da análise fluorométrica realizada com kit in house foi 
estabelecido em 258µmol/L (4,3mg/dL). Portanto, as amostras que apresentaram 
resultado da concentração de FAL ≥ 4,3mg/dL foram classificadas como positivas. 
O grupo classificado como HFA variante teve uma média de concentração de FAL de 
430µmol/L (7,1mg/dL) e o grupo classificado como FNC clássica apresentou uma 
média de 1.188µmol/L (19,6mg/dL). Estas amostras foram numeradas e enviadas à 
Espectrometria de Massas Facilitada do Centro Médico Universitário, em Duke, para 
serem submetidas ao ensaio por espectrometria de massas. O valor de corte 
estabelecido para este ensaio foi baseado em parâmetros utilizados em estudo 
prévio (CHACE et al., 1993). A correlação das análises para ambos os métodos foi 
0,817. Todas as crianças com FNC clássica e HFA variante, foram detectadas 
quando utilizados valores de corte: 4,3mg/dL para o método fluorométrico e 3,0mg/dl 
para o método espectrométrico. Conforme descrito pelos autores, o ensaio por 
espectrometria de massas reduziu o número de falsos positivos resultantes do 
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método fluorométrico de 91 para 3 e ao ser realizada a quantificação da razão molar 
FAL/TIR (FAL/TIR > 2,5), o número de falsos positivos diminuiu de 3 para 1. Os autores 
ressaltam, ainda, que crianças afetadas apresentaram uma nítida tendência de 
aumento de FAL e da relação FAL/TIR já na coleta precoce (primeiras 24h de vida) 
(CHACE et al., 1993). Este estudo além de demonstrar a sensibilidade e a acurácia 
do método espectrométrico, revelou a importância de se adequar os valores de corte 
para cada metodologia empregada visando alcançar melhor desempenho na análise 
das amostras. Ceglarek e cols. (2002), observaram em seu estudo com 300 
amostras, a superioridade do MS/MS em relação ao método fluorométrico, em termos 
de reprodutibilidade e acurácia e a vantagem da determinação fenilalanina/tirosina 
no diagnóstico da fenilcetonúria. A correlação de Pearson entre os métodos foi de 
91%. O estudo também mostrou que existe concordância entre a fluorometria e a 
espectrometria de massas até a média de concentração de 300µm/L (~ 4,95mg/dL). 
À medida que a concentração de fenilalanina aumentou, a diferença dos resultados 
entre os métodos também sofreu aumento mostrando valores de concentração em 
torno de 96µm/L (aproximadamente 1,58mg/dL) mais elevados no MS/MS em relação 
ao fluorométrico.  
Não foram observados estudos publicados avaliando-se, especificamente, 
as metodologias deste estudo e avaliação da concentração de FAL em diferentes 
grupos de recém-natos.  
Apresentam-se, como hipóteses não excludentes para explicar a baixa 
correlação observada, dois fatores. Primeiro, a quantificação da fenilalanina pelo 
método fluorométrico sofre influência da concentração de outros compostos na 
amostra em magnitude de 12-20% que condicionam uma interferência, produzindo 
um "ruído" analítico (McCAMAM; ROBINS, 1963). A quantificação da fenilalanina pelo 
método com espectrometria de massas não é afetada pela presença de outros 
compostos na amostra. Também, o método fluorométrico apresenta uma variação 
analítica de cerca de 20% (coeficiente de variação), o que é aceitável para a triagem 
neonatal, mas representa uma variação expressiva (PERKIN ELMER LIFE AND 
ANALYTICAL SCIENCES, W.O, 2007). Em síntese, as diferenças analíticas entre os 
métodos de espectrometria de massas e fluorométrico, este afetado por variações 
decorrentes de outros compostos interferentes e ampla variação analítica, podem 
ser os responsáveis pela expressiva redução da correlação metodológica observada. 
Quando a concentração de fenilalanina é elevada, como as observadas no grupo 6, 
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a variação analítica e o "ruído" do efeito dos interferentes são minimizados e os 
métodos apresentam boa correlação (r2=0,784; Tabela 6). Novos estudos deverão 
ser conduzidos para confirmar a hipótese apresentada, com especial atenção ao 
controle das variáveis pré-analíticas, como a homogeneidade e a distribuição da 
concentração de sangue depositada em papel filtro. 
5.1.6 Concentração de fenilalanina (FAL) e relação fenilalanina/tirosina (FAL/TIR) 
dos grupos controle, limítrofe e FNC frente aos valores de corte do PCDT de 
2002 e 2010 
Em 2010, o Ministério da Saúde implantou nova regulamentação abordando 
a triagem neonatal (BRASIL, 2010). Entre as alterações propostas nesta nova versão, 
está a significativa alteração do valor de corte para o diagnóstico da fenilcetonúria. 
O protocolo de 2002 propunha a suspeita de alteração na concentração da fenilalanina 
no sangue, quando os valores se situavam acima de 4,0mg/dL (BRASIL, 2002). 
O PCDT atual de 2010, recomenda concentrações superiores a 2,0mg/dL como 
valores indicativos de suspeita para HFA e reforçam a importância da relação 
fenilalanina/tirosina para o diagnóstico da FNC (Figura 28 e Anexo 2). 
O presente estudo mostra que os novos valores de referência de 2,0mg/dL 
propostos na diretriz de 2010 do Ministério da Saúde são adequados para discriminar a 
maioria dos indivíduos saudáveis (Figura 28) porém, recém-nascidos que apresentaram 
valores de FAL entre 2,1 e 2,9mg/dL e que não são considerados suspeitos de FNC 
conforme o protocolo da FEPE, também não mostraram relação FAL/TIR significativa. 
A mediana da relação FAL/TIR para este grupo de recém-nascidos situou-se em 0,85. 
A razão FAL/TIR menor que 3,0 parece ser adequada para discriminar indivíduos 
com valores limítrofes, daqueles com fenilcetonúria clássica (Figura 28) e caracteriza, 
com clareza, os resultados de FNC quando comparados às determinações de FAL pelos 
ensaios de fluorometria. Estes dados reforçam a superioridade da espectrometria de 
massas para a triagem neonatal como descrito em outros trabalhos (CHACE et al., 




FIGURA 29 - FLUXOGRAMA PARA A CARACTERIZAÇÃO DA HIPERFENILALANINEMIA COMPARANDO 
OS VALORES DE CORTE RECOMENDADOS PELAS DIRETRIZES DE 2002 E 2010 
DO MINISTÉRIO DA SAÚDE 
NOTA: Desenho esquemático comparando o PCDT 2002 e o PCDT 2010. 
 
 
A expressiva diferença entre os valores de corte para a caracterização da 
suspeita de hiperfenilalaninemia e fenilcetonúria entre as duas diretrizes do Ministério 
da Saúde sugere que, ao adotar a nova recomendação oficial (BRASIL, 2010), as 
frequências na detecção destas doenças possam ser alteradas, com possíveis reflexos 
em estudos epidemiológicos. 
Vários Centros de Triagem Neonatal tomam por base, a longo tempo, um 
protocolo hierarquizado fundamentado nas diretrizes do MS de 2002, associado às 
recomendações internacionais e valores de corte sugeridos pelos fabricantes dos 
reagentes e equipamentos utilizados para a quantificação da fenilalanina em amostras 
de sangue seco. Este protocolo tem, até então, estabelecido uma diretriz unificada 
propiciando homogeneidade no tratamento das divergências e intercorrências analíticas 
na triagem da fenilcetonúria (Tabela 1). A concentração de fenilalanina obtida pelos 
métodos fluorométrico e espectrométrico em relação ao grupo 2 (limítrofe), acima de 
2,0mg/dL (valor de corte do PCDT de 2010), sugere que os valores de corte deveriam 
ser ajustados à metodologia e aos parâmetros do kit utilizado no ensaio, evitando 
suspeita de falsos positivos e, consequentemente, novos ensaios ou novas coletas 
(que geram estresse familiar) para a confirmação de resultados. Ressalta-se, portanto, 
a relevância na revisão dos valores de "normalidade" para a concentração sanguínea 
de FAL em triagem neonatal. Entretanto, a redução em 50% destes valores 
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(4,0mg/dL para 2,0mg/dL) reflete sintonia com a necessidade de detecção precoce 
da hiperfenilalaninemia e da FCN concomitante ao emprego de metodologias 
avançadas com maior sensibilidade e especificidade.  
Diante das vantagens do emprego da espectrometria de massas porque não 
implementá-la no Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN)? 
O PNTN preconiza, em conformidade com o National Screening Committee 
de 1998, que para uma doença estar inserida num programa de triagem 
populacional deve ser um problema importante de Saúde Pública e ter sua história 
natural bem entendida. O teste deve ser simples e barato e o tratamento efetivo a 
fim de melhorar a qualidade de vida do indivíduo afetado. As doenças mais frequentes 
detectadas pelo MS/MS, além da fenilcetonúria, são: tirosinemia tipo 1, Xarope de 
Bordo e MCAD (doença dos ácidos graxos de cadeia média). As demais são raras e, 
portanto, não estão em conformidade com a proposta do PNTN. Isto viria refletir no 
custo elevado do ensaio isolado para a FNC pelo MS/MS como mostra o estudo de 
Schoen e cols. (2002) e Carrol e Downs (2006) (SCHOEN et al., 2002; CARROL; 
DOWNS, 2006). Calculando-se aproximadamente o custo (por teste e com base 
neste estudo, em termos de reagentes), a pesquisa direcionada apenas para a FNC, 
pelo método espectrométrico, seria em torno de 1000% mais elevado quando 




 Os métodos fluorométrico (Neonatal Phenylalanine® kit, PerkinElmer) e por 
espectrometria de massas com diluição isotópica não derivatizado 
(NeoGram® Amino Acids and Acylcarnitines Non-derivatized Tandem 
Mass Spectrometry Kit, PerkinElmer) apresentaram valores diferentes, 
tendo o método espectrométrico apresentado valores significativamente 
superiores;  
 A concentração de fenilalanina em amostras de recém-natos coletadas 
antes de 48 horas de vida e comparadas às coletadas após 48h do 
nascimento, não difere; 
 Crianças com peso (≤2,2 kg) não apresentaram alterações nas concentrações 
de FAL quando comparadas ao grupo controle (peso ≥ 2,5kg); 
 O grupo de amostras com valores de fenilalanina entre 2,1 e 2,9mg/dL 
(grupo limítrofe) apresentou mediana de 1,50 para a relação FAL/TIR; 
 As respostas analíticas foram diferentes quanto à sensibilidade e 
especificidade das metodologias empregadas na dosagem de fenilalanina, 
indicando que os valores de normalidade devem ser adequados ao método 
utilizado na triagem neonatal; 
 A quantificação da fenilalanina por espectrometria de massas apresentou 
uma imprecisão analítica menor (~12%) e a informação da relação 
fenilalanina/tirosina (FAL/TIR), quando comparado ao ensaio fluorométrico;  
 A implementação da metodologia de espectrometria de massas na 
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TÉCNICA DE COLETA EM PAPEL FILTRO PARA O  
"TESTE DO PEZINHO" EM RECÉM-NASCIDOS 
1. Identificar a área da punção na região do calcanhar do recém-nascido (fig. 01). 
Realizar a punção dentro da área correspondente a da figura. 
2. Massagear o calcanhar do recém-nato suavemente. Limpar a área a ser 
puncionada com álcool a 70%, deixando-o evaporar totalmente (fig. 02). Não 
fazer uso de substâncias iodadas que podem interferir no resultado dos exames. 
3. Massagear também, e suavemente,,o membro inferior correspondente à área 
da coleta em direção à extremidade para facilitar o fluxo de sangue na região 
(fig. 03). 
4. Puncionar o calcanhar num só movimento contínuo quase perpendicular à 
superfície da pele (fig. 04). 
5. Permitir a formação de uma grande gota de sangue, evitando, no entanto, que 
se forme coágulo (fig. 05). 
6. Encostar a gota de sangue no centro do círculo do papel filtro, deixando-o 
impregnar o papel totalmente até o verso (fig. 06). Amostras em que o verso do 
papel de filtro não está adequadamente impregnado, são consideradas insuficientes 
por não apresentar a quantidade necessária de sangue. 
7. Aguardar uma nova gota de sangue para preencher o próximo círculo do papel 
e assim sucessivamente até que todos os círculos sejam preenchidos (fig. 07). 
8. Concluída a coleta, pressionar a área da punção com algodão seco e fixar 
bandagem antisséptica (fig. 08). 
9. Após a coleta, a amostra deve ser mantida em temperatura ambiente para a 
secagem por pelo menos 02 horas. Após a secagem total da amostra, esta 
pode ser acondicionada nos envelopes específicos para o envio ao laboratório. 
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10. Não deixar a amostra em contato com produtos líquidos (nem mesmo água que 
hemolisa a mostra), gases ou qualquer outra substância que possa causar 
contaminação da mesma. Amostra mal coletada ou mal acondicionada determina 
a reconvocação para uma nova coleta, que além do transtorno para a mãe 
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FICHA DE COLETA PARA O TESTE DO PEZINHO - FEPE 
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PROTOCOLO DE ANÁLISE PARA FAL NO PROGRAMA DE TRIAGEM 
NEONATAL DO ESTADO DO PARANÁ (FEPE) 
Primeira triagem fluorométrica 




Repetir em uniplicata 
Repetir em duplicata 
Segunda triagem fluorimétrica 
(repetição) 
 0,2 -  3,0 
 0,2 
 3,0 
 6,0  
Normal 
Repetir 
Suspeito - Reconvocar 
Suspeito - Consulta 
Segunda amostra de sangue  4,0 Suspeito - Consulta 
Terceira amostra de sangue  3,0 -  3,9 Suspeito - Consulta 
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EXPERIMENTO DE ALIMENTAÇÃO CONJUNTA: FÓRMULA E ALEITAMENTO 
MATERNO – HC – SERVIÇO DE ENDÓCRINO-PEDIATRIA - UFPR 
DN:12/03/2008 Fluorometria mg/dL MS/MS mg/dL Phe/Tyr 
27/03/2008 11,87 18,80 13,96 
03/04/2008 0,24 0,47 0,23 
10/04/2008 1,99 2,86 2,34 
17/04/2008 3,59 4,70 3,34 
22/04/2008 3,42 5,14 3,88 
06/05/2008 0,49 0,56 0,31 
13/05/2008 0,59 1,18 1,30 
20/05/2008 2,07 3,69 3,48 
26/05/2008 2,38 5,12 4,87 
09/06/2008 0,97 1,33 1,12 
CRIANÇA DO SEXO FEMININO NATURAL DE ARAUCÁRIA. EXAMES COLETADOS SEMANALMENTE 





RESULTADOS DA CONCENTRAÇÃO DE FENILALANINA PELOS MÉTODOS DE 
FLUOROMETRIA E DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS QUANDO SUBMETIDOS 





RESULTADOS DA CONCENTRAÇÃO DE FENILALANINA PELOS MÉTODOS DE FLUOROMETRIA E DE ESPECTROMETRIA 
DE MASSAS QUANDO SUBMETIDOS AO CONTROLE DE QUALIDADE INTERNACIONAL CDC DE ATLANTA 
Specimen No. 4151 4152 4153 4154 4155 
Expected Value 37.28 295.25 31.48 43.77 38.93 
Method 
Code 
Method Name Mean N Mean N Mean N Mean N Mean N 
22  Derivatized - MS/MS non-kit  43.02  105  271.97  107  38.83  106  53.16  106  43.24  104  
38  Non-derivatized - MS/MS non-kit  49.61  27  304.97  27  42.79  28  60.02  28  47.37  28  
60  
Non-derivatized - MS/MS PerkinElmer 
NeoBase Kit  
45.32  53  278.19  55  38.22  54  53.80  53  44.78  54  
35  
Derivatized - MS/MS PerkinElmer 
NeoGram Kit  
49.87  25  292.60  25  41.73  24  57.12  25  45.78  24  
56  
Derivatized - MS/MS Chromsystems 
MassChrom Kit  
41.99  6  263.56  6  37.12  6  51.97  5  44.40  6  
61  
Non-derivatized - MS/MS 
Chromsystems MassChrom Kit  
55.05  9  349.25  9  48.04  9  66.40  9  54.27  9  
47  Fluorometric manual (e.g., Hill, Misuma)  96.56  12  345.22  12  114.69  12  98.52  12  87.41  12  
8  Colorimetric  103.20  1  333.30  1  127.26  1  60.60  1  72.72  1  
9  PerkinElmer Neonatal Kit  75.04  30  290.89  28  61.84  30  75.15  31  59.73  29  
23  Neo-Genesis Accuwell  59.45  2  333.52  2  68.57  2  51.01  2  25.36  2  
24  Ani Labsystems  87.32  15  353.62  14  147.21  15  81.38  15  73.48  15  
25  Bio-Rad Quantase  86.74  7  337.53  7  87.30  7  84.78  7  72.24  7  
29  MP Biomedicals Enzyme Assay  94.40  2  248.71  3  216.95  2  102.40  2  132.50  2  
34  Astoria-Pacific 50 Hour Reagent Kit  63.60  1  216.70  1  53.60  1  63.60  1  58.50  1  
31  Interscientific Enzyme  62.84  6  243.64  6  65.58  6  60.88  6  50.08  5  
43  TecnoSuma UMTEST  119.97  14  373.54  14  126.06  13  126.11  14  109.04  14  
18  
High-performance liquid 
chromatography (HPLC)  
46.98  5  300.81  6  51.32  6  66.53  6  57.98  6  





O LABORATÓRIO DE TRIAGEM NEONATAL E AS DIRETRIZES 
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